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Zusammenfassung  1 
1 Zusammenfassung 
Neureguline bilden eine Familie von extrazellulären Signalmolekülen, die das 
Wachstum und die Differenzierung von verschiedenen Zellpopulationen steuern. 
Aufgrund alternativen Spleißens des Neuregulin1-Gens und der Verwendung 
unterschiedlicher Promotoren existieren zahlreiche Isoformen, von denen besonders 
die Typ III Varianten eine besondere Rolle in der Neuron-Glia-Interaktion spielen. Sie 
sind für die Migration, die Proliferation und das Überleben von Schwann-Zellen und 
in diesem Zusammenhang auch für die Aufrechterhaltung von neuromuskulären 
Synapsen entscheidend. 
Die Funktion der neuronal exprimierten Typ II Neureguline ist bisher weitgehend 
unbekannt. Kopplungsstudien und Feinkartierung legen nahe, daß diese Variante 
von Neuregulin1 aufgrund seiner Position als funktionelles Kandidatengen für 
Schizophrenie eine Rolle spielen könnte. 
In dieser Arbeit sollten die Funktionen der Typ II und Typ III Neureguline näher 
untersucht werden. Hierfür wurden Targetingvektoren generiert, die durch die 
homologe Rekombination ins Genom von ES-Zellen zum einen die Typ II spezifische 
Kringle-Domäne und zum anderen die Typ III spezifische CR-Domäne deletieren. Es 
existieren vier ES-Zell-Klone, die den Targetingvektor für die CR-Domäne korrekt ins 
Genom integriert besitzen. Die Identifizierung homologer Rekombinationsereignisse 
für die Kringle-Domäne ist mit den nächsten Arbeitsschritten zu erwarten. Nach der 
Entfernung des positiven Selektionsmarkers mit Hilfe des Cre-loxP-Systems können 
rekombinante ES-Zellen in Blastocysten injiziert werden, um chimäre Mäuse zu 
generieren. 
Mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid Systems konnte ein potentieller Interaktionspartner 
der Kringle-Domäne des Neuregulin1 identifiziert werden. Es handelt sich dabei um 
ZnT4, einen unter anderem im Gehirn exprimierten Zink Transporter. Dieser besitzt in 
seiner N-terminalen Region eine Protein-Bindestelle, die die potentielle Bindestelle 
für Neuregulin1 darstellen könnte. Da Zink ein elementares Spurenelement ist und im 
Nervensystem von weitreichender Bedeutung ist, könnte diese Erkenntnis auch für 
klinische Aspekte von Interesse sein. 
Weiterhin wurde durch Verpaarungen von heterozygoten NRG1-KO-Mäusen mit 
mnd-Mutanten Neuregulin1 als Kandidat für die „motor neuron degeneration“, einer 
murinen Form der „Neuronalen Ceroid Lipofuscinose“, ausgeschlossen. 
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2 Einleitung 
2.1 Die Neuregulin-Proteinfamilie 
In einem vielzelligen Organismus ist es von essentieller Bedeutung, daß Prozesse 
wie z.B. Wachstum, Differenzierung und Stoffwechsel der einzelnen Zellen in ihren 
Geweben und Organen aufeinander abgestimmt sind. Hierzu bedarf es eines 
Kommunikationssystems, das zum Teil auch über eine größere Entfernung im Körper 
wirksam ist. Die Zell-Zell-Interaktion wird in solch einem Fall über Signalmoleküle 
sichergestellt, die von bestimmten Zellen produziert und sezerniert werden. Häufig 
handelt es sich dabei um Polypeptidwachstumsfaktoren, die auf andere Zellen über 
spezifische, hochaffine Zelloberflächenrezeptoren wirken. Diese können selbst über 
eine Enzymaktivität verfügen. Handelt es sich dabei um eine Proteinkinase, wird 
durch die Bindung eines Liganden der Rezeptor aktiviert und überträgt 
Phosphatreste auf Tyrosinbausteine anderer Proteine. Diese Enzyme werden als 
Tyrosin-Rezeptor-Kinasen bezeichnet. 
Durch die Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren wird innerhalb der 
Zelle eine Signalkaskade ausgelöst, die mit einer Weiterleitung entsprechender 
Informationen zum Zellkern Einfluß auf die Transkription nehmen kann. Auf diese 
Weise ist eine Steuerung der wichtigsten Lebensvorgänge möglich. 
 
Eines dieser Signalsysteme wird durch die Proteinfamilie der Neureguline und ihrer 
Rezeptoren repräsentiert (Marchionni, 1995). Diese Polypeptidwachstumsfaktoren 
beeinflussen verschiedene Zelltypen wie Epithelzellen, Gliazellen oder Muskelzellen 
in ihrem Wachstum und in der Differenzierung. Sie spielen eine elementare Rolle in 
der Entwicklung des Herzens und des Nervensystems (Carraway, 1996). 
 
Derzeit sind vier Gene für Neuregulin bzw. neuregulinähnliche Faktoren bekannt. Es 
handelt sich dabei um die Gene für Neuregulin 1 (NRG1), Neuregulin 2 (NRG2; 
Carraway et al., 1997; Chang et al., 1997), auch bekannt als Don-1 (Divergent of 
neuregulin 1; Busfield et al., 1997) oder NTAK (neural- and thymus-derived activator 
for the ErbB kinase; Higashiyama et al., 1997, Yamada et al., 2000), Neuregulin 3 
(NRG3; Zhang et al., 1997) und Neuregulin 4 (NRG4; Harari et al., 1999). Zur Zeit ist 
recht wenig über die Funktion der Proteine NRG2, 3 und 4 bekannt. Die Neureguline 
1, 2 und 3 werden hauptsächlich im Nervensystem exprimiert (Buonanno und 
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Fischbach, 2001), Neuregulin 4 hingegen findet man in den Somatostatin-
exprimierenden Delta-Zellen des Pankreas (Huotari et al., 2002). 
 
 
Abbildung 2-1: Die vier Neuregulin-Gene, ihre Lage auf den humanen Chromosomen und Orte 
  ihrer Expression 
 
 
Alle vier humanen Neuregulin-Gene kartieren auf unterschiedlichen Chromosomen. 
NRG1 ist auf dem Chromosom 8p21-p12 (Orr-Urtreger et al., 1993; NCBI/LocusLink), 
NRG2 auf Chromosom 5q31.3 (Ring et al., 1999), NRG3 auf Chromosom 10q22-q23 
(Gizatullin et al., 2000) und NRG4 auf Chromosom 15q24.2 (Strausberg et al., 2002) 
lokalisiert. 
Die Neuregulinwachstumsfaktoren sind aus verschiedenen Domänen aufgebaut und 
werden als lösliche oder membranständige Proformen gebildet. Diese binden mit 
geladenen Abschnitten an die Basallamina, um dann nach einer proteolytischen 
Prozessierung über die Signaldomäne mit den zugehörigen Rezeptoren zu 
interagieren (Loeb und Fischbach, 1995). 
Im Weiteren wird Neuregulin1 als ein Vertreter dieser Gruppe eingehender 
dargestellt. 
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2.2 Das Neuregulin1-Gen und die Klassifizierung der NRG1-
Isoformen 
Durch das Sequenzieren und Assemblieren des humanen NRG1-Gens konnte eine 
Gesamtlänge des Gens von ca. 1,2 Mb ermittelt werden (GenBank AF491780). Eine 
identische Länge ergab sich für den homologen Bereich der Maus (Stefansson et al., 
2002), wobei weniger als 0,3% dieser Sequenz Protein-kodierend sind. Sowohl das 
humane als auch das murine Gen liegt auf Chromosom 8 und besteht aus 
mindestens 17 Exons, wobei das erste Exon ca. 900 kb stromaufwärts des zweiten 
Exons liegt (siehe Abbildung 2-2A). Durch die Verwendung unterschiedlicher 
Promotoren und intensives alternatives Spleißen können mindestens 15 
verschiedene Isoformen von Neuregulin1 unterschieden werden (Buonanno und 
Fischbach, 2001; Fischbach und Rosen, 1997). Diese wurden zunächst in der 
Literatur unter Namen beschrieben, die ihrer potentiellen Funktion entsprechen 
sollten. So wurden z.B. einige Formen als acetylcholine receptor-inducing activity 
(ARIA; Falls et al., 1993), glial growth factor (GGF; Goodearl et al., 1993; Marchionni 
et al., 1993), neu differentiation factor (NDF; Peles et al. 1992; Wen et al., 1992) oder 
sensory and motor neuron-derived factor (SMDF; Ho et al., 1995) bezeichnet. Nach 
heutigem Kenntnisstand sind diese Namen nicht immer passend, bzw. würden sie 
auf andere Varianten besser zutreffen. Eine sinnvollere Klassifizierung der einzelnen 
Isoformen kann über die Differenzierung der strukturellen Charakteristika respektive 
ihrer in-vivo-Funktionen erfolgen. 
Dazu wird zum einen unterschieden, ob die Epidermal Growth Factor (EGF) -
ähnliche Domäne, die alle Neuregulin1-Formen besitzen, in einer - oder -Form 
vorliegt (Holmes et al., 1992). Sie allein ist dafür verantwortlich, daß die 
unterschiedlichen Isoformen mit ihren zugehörigen Rezeptoren der ErbB-Familie 
interagieren. Die EGF-Domäne enthält sechs Cysteinreste, die in drei Schleifen 
angeordnet sind. Unterschiedliche Rezeptor-Bindungsaffinitäten der einzelnen 
Isoformen werden dadurch erreicht, daß die Aminosäuresequenz vor und hinter dem 
sechsten Cystein variiert (Wen et al. 1994). 
Das zweite Kriterium bildet die N-terminale Sequenz, die zwischen Typ I, II und III 
entscheidet (Meyer et al., 1997). Bei den Typ I Neuregulinen findet sich N-terminal 
eine von Exon 2 codierte Signalsequenz, die von einer Immunglobulin (Ig) -ähnlichen 
Domäne und einer Glycosilierungsdomäne gefolgt wird.  
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Abbildung 2-2: Das Neuregulin1-Gen und die Strukturierung der einzelnen Isoformen (nach 
  Falls, 2003) 
A) Das humane NRG1 Gen. Es befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 8 und ersteckt 
sich über 1,2 Mb. Die zur Zeit identifizierten Exons sind als vertikale Linien relativ zu ihrer Lage auf 
dem Chromosom dargestellt. Ihre Bezeichnung erfolgte bezugnehmend auf die Struktur der durch sie 
codierten Proteindomänen. 
B) Darstellung der Proteindomänen des NRG1. Die gelben Linien zeigen die einzelnen Möglichkeiten 
der Zusammensetzung der verschiedenen Isoformen. Übereinanderstehende Domänen werden 
alternativ verwendet. Rot dargestellt ist der extrazelluläre, blau der intrazelluläre Bereich des Proteins. 
Die Transmembrandomäne ist grün. Durch die Sterne sind die jeweiligen Terminationsstellen 
gekennzeichnet. 
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Typ II Neureguline sind durch die N-terminale Kringle-Domäne (codiert von Exon 1) 
gekennzeichnet, an die sich ebenfalls die Ig-ähnliche aber keine 
Glycosilierungsdomäne anschließt. Für Typ III Neureguline ist lediglich eine 
Cysteinreiche Domäne (CRD) charakteristisch, die durch Exon 7 codiert wird. Sie 
enthält einen ausgedehnten hydrophoben Bereich, durch den sie in der Membran 
verankert wird (Schroering und Carey, 1998). Ihr schließt sich unmittelbar die EGF-
ähnliche Domäne an. 
Ein weiterer Unterschied kann dahingehend getroffen werden, ob es sich um ein 
membranständiges oder ein lösliches Protein handelt. 
Es läßt sich eine weitere Klassifizierung in Untergruppen vornehmen. Entscheidend 
ist hierbei die sogenannte Stalk-Region (= Juxtamembrandomäne), die in fünf 
möglichen Varianten vorliegen kann. Handelt es sich um die Varianten 1, 2 oder 4 
folgt dieser Region eine Transmembrandomäne und es handelt sich somit 
ausschließlich um membranständige Proteine. Lösliche Proteine werden durch die 
Verwendung der Varianten 3 und 5 erzielt. Sie enthalten eine Terminationsstelle in 
der Stalk-Region. 
Die membranständigen NRG1-Isoformen können nach der Länge ihres 
cytoplasmatischen Bereichs untergliedert werden. Ihr C-Terminus kann durch einen 
sogenannten a-, b- oder c-Schwanz gebildet werden (siehe Abbildung 2-2B). 
 
 
2.3 Die NRG-Rezeptoren 
Die Neuregulin-Wachstumsfaktoren binden an Mitgliedern einer Unterfamilie von 
Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität, den ErbB-Rezeptoren. Zu dieser Familie 
gehören der EGF-Rezeptor (ErbB1) und die ihm strukturell sehr ähnlichen 
Rezeptoren ErbB2 (Stern et al., 1986), ErbB3 (Kraus et al., 1989) und ErbB4 
(Plowman et al., 1993). 
Im Laufe der Evolution diversifizierte sich die ErbB-Familie von einem Rezeptor und 
einem Liganden in C. elegans, über einen Rezeptor und vier Liganden in Drosophila 
melanogaster bis hin zu vier Rezeptoren und vielzähligen Liganden in Säugern 
(Yarden und Sliwkowski, 2001). 
ErbB2, auch bekannt als Her2/neu oder p185, wurde aufgrund seiner onkogenen 
Eigenschaften entdeckt (Stern et al., 1986). ErbB3 und ErbB4 wurden erst später 
aufgrund ihrer Sequenzähnlichkeit mit ErbB1 und ErbB2 identifiziert. 
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Die vier Rezeptoren weisen eine einheitliche Struktur auf. Auf der extrazellulären 
Seite bestehen sie aus zwei Cystein-reichen Domänen und zwei Cystein-freien, 
Liganden bindenden Domänen (Citri et al., 2002). Der Membran durchspannende 
Bereich besteht aus einer einzigen Domäne. Der intrazelluläre Abschnitt der 
Rezeptoren wird von einer Domäne mit Kinaseaktivität und einer carboxyterminalen 
Schwanzregion gebildet, welche über Autophosphorylierungsstellen mit 
Tyrosinresten verfügt.  
Wie bei anderen Tyrosin-Kinasen wird durch die Stimulierung der Rezeptoren als 
Folge einer Ligandenbindung die Phosphorylierung der Tyrosinreste in der 
Schwanzregion katalysiert und so die weiterführende Signaltransduktion aktiviert 
(van der Geer et al., 1994). 
Die strukturellen Ähnlichkeiten der einzelnen ErbB-Rezeptoren bedingen jedoch nicht 
identische Wirkungsweisen. Stern et al. konnten bereits 1986 nachweisen, daß 
ErbB2 nicht durch EGF stimuliert werden kann. 1988 konnte diese Arbeitsgruppe ein 
neues Modell für die Aktivierung dieses Rezeptors vorstellen, welches besagt, daß 
ErbB2 über die Aktivierung von ErbB1 mit EGF stimuliert wird. Andere 
Arbeitsgruppen bestätigten diese Auffassung und stellten die Heterodimerisierung 
von ErbB2 sowohl mit ErbB3 als auch mit ErbB4 vor (Sliwkowski et al., 1994; Tzahar 
et al., 1996). Es ist bis heute kein direkter Ligand für ErbB2 bekannt. 
Auch weist ErbB3 Abweichungen in der Arbeitsweise auf. Er ist zwar in der Lage, 
Liganden zu binden, aber seine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität ist deutlich 
eingeschränkt. Eine Autophosphorylierung ist nur wenig effizient. Durch eine 
Liganden stimulierte Heterodimerisierung mit anderen ErbB-Rezeptoren kann eine 
Kreuzphosphorylierung der Schwanzregion erfolgen. Daraufhin werden intrazelluläre 
Signalmoleküle aktiviert, die allein durch diesen und keinen anderen der ErbB-
Rezeptoren aktiviert werden können (Guy et al., 1994). 
ErbB4 weist im extrazellulären Abschnitt eine größere Ähnlichkeit mit ErbB3 als mit 
ErbB2 auf, sein cytoplasmatischer Bereich ähnelt dagegen eher dem von ErbB2 
(Plowman et al., 1993). Er ist in der Lage Neuregulinsignale zu binden und dadurch 
eine Phosphorylierung zu katalysieren. 
Alle vier Rezeptoren der ErbB-Familie wirken über Rezeptordimerisierung. Dabei 
sind alle denkbaren Kombinationen möglich, allerdings werden solche mit ErbB2 
bevorzugt. Die häufigste Paarung ist zwischen ErbB2 und ErbB3 zu finden (Tzahar et 
al., 1996). Lediglich ErbB4 ist in der Lage, eine effiziente Signaltransduktion über 
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Homodimere zu initiieren. Dies kann zwar auch für ErbB2 beobachtet werden, tritt 
aber nur als Konsequenz einer Überexpression oder einer onkogenen Mutation in 
der Transmembrandomäne auf (Burden und Yarden, 1997). 
 
 
2.4 Funktionen des Neuregulin1-Signalsystems 
Den Neuregulin1-Isoformen kommt eine vielfältige Rolle in der Entwicklung und 
Unterhaltung von Nerven-, Muskel- und Epithelgeweben zu. Sie nehmen Einfluß auf 
die Neuronenmigration im Gehirn und die Entwicklung von Schwannzellen, wirken 
auf die Differenzierung, Proliferation und das Überleben von Glia-Zellen und sind an 
der Ausbildung von neuromuskulären Synapsen beteiligt. Sie sind essentiell in der 
Herzentwicklung und beeinflussen die epitheliale Morphogenese z.B. der Brustdrüse. 
 
Um das Neuregulin-Signalsystem besser zu verstehen und seine Funktionen 
aufklären zu können, wurden gezielte Mutationen in das NRG1-Gen eingebracht und 
auf diese Weise verschiedene Domänen des Proteins ausgeschaltet. Dadurch 
konnte die Bildung bestimmter Isoformen unterbunden werden und durch den 
resultierenden Phänotyp der entsprechenden Knockout-Mäuse auf die 
Zweckerfüllung der jeweiligen Neuregulin-Varianten geschlossen werden. 
Im Folgenden sollen exemplarisch einige Funktionen im Herzen und im 
Nervensystem vorgestellt werden. 
 
 
2.4.1 Funktionen des NRG-Signalsystems im Herzen 
Der erste, 1995 vorgestellte, Neuregulin-Knockout betraf die EGF-ähnliche Domäne. 
Durch den Verlust der Fähigkeit an die zugehörigen Rezeptoren binden zu können, 
wurden durch diese Mutation alle NRG1-Isoformen ausgeschaltet (Meyer et al., 
1995). Die homozygoten KO-Mäuse sterben bereits im Uterus am Tag E10,5 an 
einem Defekt in der Herzentwicklung. Auch das Ausschalten des ErbB2- und ErbB4-
Rezeptors erzielte diesen Phänotyp (Lee et al., 1995; Gassman et al., 1995). Anhand 
von Expressionsstudien konnte gezeigt werden, daß Neuregulin zu diesem Zeitpunkt 
in den Endothelzellen des Endocards und die beiden Rezeptoren in der 
benachbarten Muskelschicht des Ventrikels, dem Myocard, exprimiert werden. Das 
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parakrine Neuregulin-Signal induziert hier das Vorwölben der Herzwand in den 
Ventrikel und die damit beginnende Bildung der Trabeculae carneae. Diese 
bälkchenartigen, muskulären Auswüchse sind erste mophologische Anzeichen für die 
Ventrikeldifferenzierung. Speziell in den frühen Abschnitten der Herzentwicklung sind 
sie für einen gleichmäßigen Blutfluß unabdingbar. Durch das fehlende Neuregulin-
Signal oder das Unterbinden der Signalaufnahme kann dieser induktive Effekt des 
Endo- auf das Myocard nicht erfolgen und die homozygoten KO-Tiere sterben 
aufgrund des unzureichend entwickelten Herzens (Carraway III, 1996; Lemke, 1996). 
Durch diese Versuche konnte auch gezeigt werden, daß für eine normale 
Entwicklung des Herzens sowohl ErbB2 als auch ErbB4 notwendig ist. Homodimere 
von ErbB4 sind im Gegensatz zu ihrer Wirkung in in-vitro Untersuchungen in der 
Ventrikeldifferenzierung des Herzens inaktiv (Burden und Yarden, 1997). 
Durch eine Deletion der Ig-ähnlichen Domäne (Kramer et al., 1996) werden alle Typ I 
und Typ II Neuregulin-Isoformen ausgeschaltet. Dieser Knockout zeigt, wie auch die 
Deletion der cytoplasmatischen Domäne (Liu et al., 1998), durch die eine 
Prozessierung membranständiger Isoformen verhindert wird, oder die Deletion der 
Transmembrandomäne (Steffanson et al., 2002), durch die nur lösliche Moleküle 
auftreten können, den gleichen Herzdefekt. Bei den unternommenen 
Expressionstudien konnte gezeigt werden, daß nur Typ I Isoformen zu diesem 
Zeitpunkt im Endocard exprimiert werden (Meyer et al., 1997). Dies läßt darauf 
schließen, daß eine membranständige Neuregulin1-Typ I Isoform für die Induktion 
der Trabeculae verantwortlich ist. 
Der Knockout des ErbB3-Rezeptors zeigt einen etwas abweichenden Phänotyp von 
dem eben beschriebenen (Riethmacher et al., 1996; Erickson et al., 1997). Die 
meisten homozygoten KO-Mäuse sterben zwischen den Tagen E11,5 und E13,5. 
Etwa ein Viertel der ErbB3/-Tiere überleben die Geburt, sterben aber dann durch 
Ausfall des Herzschlags und durch die fehlende Spontanatmung. Es konnte gezeigt 
werden, daß der ErbB3-Rezeptor im mesenchymalen Teil des endocardialen 
Kissens, aus dem die Herzklappen entstehen, exprimiert wird. In den Herzen der 
betroffenen Mäuse wurden nur rudimentäre und dünne Atrioventrikularklappen 
gefunden (Burden und Yarden, 1997). Dies bestätigt die Vermutung, daß durch einen 
ErbB3-vermittelten Signalweg die Ausbildung der Herzklappen und des AV-Septums, 
kaum jedoch die Trabeculation beeinflußt wird. Die Tiere sterben aufgrund des 
Blutrückflusses durch die unterentwickelten Klappen (Erickson et al., 1997). 
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Diese Knockout-Versuche zeigen, daß das Neuregulin1-Signalsystem an zwei 
entscheidenen Aspekten der Herzentwicklung beteiligt ist. 
Eine weitere Funktion konnte von Rentschler et al. 2002 aufgedeckt werden. Sie 
zeigten, daß Neuregulin ebenfalls für die Bildung des Reizleitungssystems im Maus-
Herzen verantwortlich ist. TypI-NRG induziert in einem schmalen Zeitfenster um den 
Tag E9,5 embryonale Cardiomyocyten zur Differenzierung in Zellen des 
Leitungssystems. 
Aber nicht nur in der Entwicklung des Herzens spielt Neuregulin eine entscheidende 
Rolle, auch in der Aufrechterhaltung der normalen Herzfunktion. Es ist beteiligt am 
Wachstum, an der Reparatur und am Überleben von adulten Cardiomyocyten 
(Ozcelik et al., 2002; Crone et al., 2002; Rohrbach et al., 1999; Zhao et al., 1998). 
 
 
2.4.2 Funktion des NRG-Signalsystems im Nervensystem 
Die Funktionen des Neuregulins in der neuronalen Entwicklung und in der 
Aufrechterhaltung neuronaler Aktivitäten sind sehr komplex. 
Bevor es in der Embryonalentwicklung zum Schließen des Neuralrohres kommt, 
treten an den Neuralwülsten beider Seiten Zellvermehrungen auf, die als 
Neuralleisten abgespaltet werden. Die pluripotenten Neuralleistenzellen wandern 
durch den gesamten Embryo und liefern unter anderem die Zellen für die sensiblen 
Neurone und das periphere autonome Nervensystem (PNS). Migrierende Zellen aus 
dem Bereich des sich entwickelnden Hinterhirns tragen im Kopf und Rumpf zur 
Entwicklung der sensorischen Ganglien und Spinalganglien des peripheren 
Nervenssystems bei. Diese Neurone projizieren über ihre Axone in das zentrale 
Nervensystem (ZNS). 
Verschiedene Knockouts des Neuregulin-Signalsystems (Deletion der EGF- oder Ig-
Domäne, des ErbB2- und des ErbB3- Rezeptors) führen sowohl zu einem Verlust 
cranialer sensorischer Ganglienzellen als auch der korrespondierenden axonalen 
Verbindungen zum Hinterhirn (Meyer et al., 1995; Lee et al., 1995; Marchionni, 1995; 
Erickson et al., 1997). Betroffen sind davon hauptsächlich das Trigeminus-Ganglion 
(V) und die Ganglien VII – IX. Das Überleben dieser Zellen wird durch eine Ig-Isoform 
und durch die ErbB2- und ErbB3-Rezeptoren vermittelt (Burden und Yarden, 1997). 
Ein abweichender Phänotyp wird bei der Deletion des ErbB4-Rezeptors beobachtet. 
In diesen homozygoten KO-Tieren liegen die Ganglien V,VII und VIII meist fusioniert 
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vor und es tritt eine Fehlinnervation im Rhombenzephalon auf (Gassmann et al., 
1995). Dies könnte darauf hindeuten, daß ein anderer Ligand als Neuregulin1 für die 
Interaktion mit ErbB4 in Bezug auf die Entwicklung in diesem Bereich verantwortlich 
ist (Burden und Yarden, 1997). 
 
 
2.4.2.1 Neuregulin in der Neuron-Glia Interaktion 
Für die Proliferation, die Differenzierung und das Überleben von Gliazellen im 
peripheren und zentralen Nervensystem sind Signale, die vom assoziierten Axon 
ausgehen unabdingbar. Im Gegenzug ist das Neuron auf trophische Faktoren der 
Glia angewiesen. In diesen Neuron-Glia-Interaktionen spielen wiederum Neuregulin-
Signale eine entscheidende Rolle (Lemke, 2001). 
In Schwann-Zellen, den myelinbildenden Gliazellen des PNS, werden die Rezeptoren 
ErbB2 und ErbB3 exprimiert (Levi et al., 1995; Syroid et al., 1996). Dagegen sind in 
Oligodendrocyten, den myelinbildenden Gliazellen des ZNS, ErbB2 und ErbB4 zu 
finden (Rosenbaum et al., 1997; Anton et al., 1997; Vartanian et al., 1999; Buonanno 
und Fischbach, 2001). Neuregulin1-Proteine werden von verschiedenen Neuronen 
produziert und entlang ihrer Axone transportiert, wo sie dann den Gliazellen (Garrat 
et al., 2000) oder ihren peripheren Zielen wie etwa den Muskeln präsentiert werden 
(Yang et al., 1998). 
Die Bedeutung des Neuregulins für die Biologie von Schwann-Zellen kann an 
verschiedenen Knockout-Mäusen demonstriert werden. Sowohl ErbB3-KO-Mäuse 
(Riethmacher et al., 1997; Erickson et al., 1997) als auch ErbB2-Mutanten, bei denen 
der letale Herzphänotyp durch eine myocardiale ErbB2 Expression umgangen wird 
(heart rescue; Woldeyesus et al., 1999; Morris et al., 1999), und Mäuse mit 
deletierter Cysteinreicher Domäne (Ausschaltung aller TypIII-Neureguline; Wolpowitz 
et al., 2000) zeigen eine reduzierte Anzahl von Schwann-Zellen entlang der 
peripheren Nerven. Dies beruht allerdings nicht auf fehlenden Vorläuferzellen, 
sondern zumindest zum Teil an der Rolle des Neuregulins in der Unterstützung der 
Schwann-Zell-Migration. In den ErbB2-Mutanten sind Schwann-Zell-Vorläufer in den 
dorsalen Wurzelganglien anzutreffen, aber deren Migration in die Peripherie scheitert 
in den meisten Fällen (Morris et al., 1999). Die wenigen Zellen, die entlang der 
peripheren Nerven anzutreffen sind, zeigen keine Proliferation und sterben ab 
(Riethmacher et al., 1997; Erickson et al., 1997; Woldeyesus et al., 1999; Morris et 
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al., 1999). Von daher werden auch die Neuriten nicht oder kaum myelinisiert und die 
Neurone sind nicht in der Lage, ihre Synapsen aufrecht zu erhalten. In den mutierten 
Mäusen ist ein dramatischer Verlust an Neuronen in den dorsalen Wurzelganglien 
und an cervicalen und lumbalen Motoneuronen festzustellen (Riethmacher et al., 
1997; Woldeyesus et al., 1999). Dies zeigt deutlich, daß die Regulierung des 
neuronalen Überlebens kein zellautonomer Effekt ist (Lemke, 2001), sondern daß 
Neuregulin produzierende Neurone mit ErbB-Rezeptor tragenden Gliazellen über 
einen juxtakrinen Signalweg (direkter Zell- Zellkontakt) die Steuerung übernehmen 
(Falls, 2003). 
Von der Vielzahl der Neuregulin1-Isoformen übernehmen die TypIII-Neureguline die 
Hauptrolle in der Neuron-Glia-Interaktion (Wolpowitz et al., 2000; Garrat et al., 2000; 
Meyer et al., 1997; Lemke, 1996; Ho et al., 1995). Sie werden durch eine N-terminale 
Cysteinreiche Domäne (CRD) charakterisiert. Diese enthält einen hydrophoben 
Bereich, der als Transmembrandomäne fungiert (Schroering und Carey, 1998). Auf 
diese Weise sind CRD-Neureguline an der Zelloberfläche angeordnet (Wang et al., 
2001; Schroering und Carey, 1998) und für einen juxtakrinen Signalweg prädestiniert 
(Falls, 2003). 
Wolpowitz et al. konnten 2000 mit dem Ausschalten der CR-Domäne zeigen, daß die 
TypIII-Neureguline essentiell für die Kommunikation zwischen Neuronen und 
Gliazellen sind. Die homozygoten KO-Mäuse werden lebend geboren, sterben aber 
sofort nach der Geburt wegen einer fehlenden Spontanatmung. Diese wird aufgrund 
der nicht korrekten Innervation der Skelettmuskulatur verhindert. Motorische Nerven 
zeigen ein untypisches Verzweigungsmuster und normale motorische Endplatten 
bilden sich nicht aus. Schwann-Zell-Vorläufer sterben ab und periphere Ganglien 
degenerieren ab dem Tag E11,5. Dies zeigt, wie wichtig TypIII-NRG für das 
Überleben der Schwann-Zell-Vorläufer und somit auch für das Überleben der 
zugehörigen Neurone ist. 
Vor fast 100 Jahren wurde bereits eine Korrelation zwischen der Myelinisierung und 
dem Axonquerschnitt beschrieben (Donaldson und Hoke, 1905). Heute, 2004, 
konnten in diesem Zusammenhang Michailov et al. eine weitere Funktion der TypIII-
Neureguline innerhalb der Neuron-Glia-Interaktion aufdecken. Sie konnten zeigen, 
daß eine Reduzierung von TypIII-NRG eine Reduzierung der Myelindicke bedingt 
und eine Überexpression zu einer Verstärkung der Myelinhülle führt. Das bedeutet, 
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daß über die Intensität der Axon-Glia-Interaktion den Myelin-bildenden Schwann-
Zellen das Maß des Axonquerschnitts mitgeteilt wird. 
 
 
2.4.2.2 Neuregulin an der motorischen Endplatte 
In der frühen Embryonalentwicklung werden die Gene für den Acetylcholin-Rezeptor 
(AChR) über die gesamten Myotuben exprimiert. Erst wenn ein Motoneuron mit der 
Myotube Kontakt aufnimmt, kommt es an dieser Stelle zu einer Konzentrierung der 
AChR-Expression. 
Die Initiierung der Synapsenbildung geht vom Tyrosinkinase-Rezeptor MuSK (muscle 
specific kinase) aus (Jones et al., 1999). Dieser wird entweder über Autoaktivierung, 
Aktivierung durch einen unbekannten Faktor oder durch Agrin angeregt. Dadurch 
kommt es zur Sammlung von bereits vorhandenen AChRs und anderen Proteinen 
wie Rapsyn und Utrophin (Ruegg und Bixby, 1998; Jones et al., 1999). Dieser 
Prozeß bedingt auf bislang noch ungeklärte Weise ebenfalls die Ansammlung 
neuronalen oder muskulären Neuregulins (TypI Neuregulin, ARIA) in der 
synaptischen Basallamina (Loeb et al., 1999) und seiner Rezeptoren ErbB2 und 
ErbB4 in sekundären Einstülpungen der Plasmamembran (Trinidad et al., 2000; 
Schaeffer et al., 2001). Die Bindung von ARIA an den ErbB2/4-Dimeren bewirkt zum 
einen die Phosphorylierung der Tyrosin-Reste des Rezeptors und zum anderen die 
Aktivierung von Cdk5 (cyclin dependent kinase). Die Interaktion von Cdk5 mit ihrem 
Aktivator p35, die beide an der motorischen Endplatte lokalisiert sind, ist wiederum 
für die erbB-Stimulierung notwendig (Fu et al., 2001). Die Phosphorylierung der 
ErbB-Rezeptoren bewirkt eine Assoziation mit dem Adapterprotein Shc (Won et al., 
1999), wodurch dann Ras aktiviert wird und der MAP Kinase (mitogen activated 
protein kinase) Signalweg geschaltet wird. Nach der Stimulierung der Kinasen ERK 
(extracellular signal-regulated kinase) und JNK (cJUN N-teminal kinase) erfolgt eine 
Phosphorylierung von GABP (GA binding protein; ein Ets-Protein) und c-JUN. 
Welche Rolle c-JUN für die AChR-Expression spielt, ist bislang ungeklärt. Die -
Untereinheit von GABP dimerisiert nach der Phosphorylierung mit der -Untereinheit 
und bindet daraufhin an die N-Box (Fromm und Burden, 2001). Dabei handelt es sich 
um ein sechs Basenpaare umfassendes Element, das die für Ets-Faktoren typische 
GGAA-Bindungssequenz enthält. Die N-Box wurde als Promotorelement für die 
AChR - (Koike et al., 1995) und - Untereinheit (Duclert et al., 1996) identifiziert. 
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Aber auch die Promotoren des Utrophin- (Gramolini et al., 1999; Khurana et al., 
1999) und des Acetylcholinesterase-Gens (Chan et al., 1999) enthalten eine bzw. 





Abbildung 2-3: Modell für den 
Neuregulin-Signalweg an der 
Neuromuskulären Synapse (verändert 
nach Schaeffer et al., 2001) 
Das ErbB-Rezeptorendimer 2 und 4 wird 
von einer TypI-NRG-Isoform (ARIA) 
aktiviert und assoziieren daraufhin mit dem 
Adapterprotein Shc und wirkt synergistisch 
auf Cdk5. Als Folge dieser Prozesse 
werden der MAPK- und  der JNK-
Signalweg über Ras aktiviert. Durch die 
Phosphorylierung des Ets 
Transkriptionsfaktors GABP und seine 
Bindung an die N-Box erfolgt die 
Transkription der Gene z.B. für AChR und 
Utrophin. 
DGC = Dystroglycan-Glycoprotein-
Komplex; N = N-Box; E = E-Box 
(Bindungsstelle für myogene Faktoren); P 





2.5 Neuregulin und seine klinische Relevanz 
Die vielen Funktionen der Neureguline, die durch die zahlreichen Knockout-Versuche 
und durch andere Studien aufgedeckt werden konnten, zeigen deutlich, wie wichtig 
diese Signale für die Embryonalentwicklung und für die Aufrechterhaltung der 
Lebensvorgänge im adulten Organismus sind. Es ist deshalb nicht verwunderlich, 
daß Störungen in diesem Kommunikationssystem zur Pathogenese von Krankheiten 
beitragen. 





















synaptische Gene  
ARIA 
P 
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Tabelle 2-1: Erkrankungen bzw. Verletzungen, an deren Pathophysiologie Störungen im NRG1-
Signalsystem beteiligt sind bzw. in denen NRG1 von therapeutischem Nutzen sein könnte 
(nach Falls, 2003) 
Die Zusammenstellung beruht auf genetischen Grundlagen bzw. auf Manipulationen im NRG1-
Signalsystem im Tiermodell. Die einzige Ausnahme stellt die Antwort auf traumatische 
Hirnverletzungen dar, für die die Beteiligung von NRG1 allein auf der Basis von 
Expressionsänderungen begründet ist. 
 
Organ/ 
Organsystem Effekt Referenz 
Nervensystem Schizophrenie Stefansson et al., 2002, 
2003; Cloninger et al., 2002; 
Moises et al., 2002; Yang et 
al., 2003; Williams et al., 
2003; Corvin et al., 2004; 
Tang et al., 2004 
Nerven Multiple Sklerose  
(Pathologie und Behandlung) 
Viehover et al., 2001; 
Cannella et al., 1999, 1998; 
Marchionni et al., 1999; 
Dubois-Dalcq et al., 2000; 
Park et al., 2001 
Nerven Unterstützung der neuralen Regeneration Yan et al., 2001; Bryan et al., 
2000; Boruch et al., 2001; 
Zheng et al., 1999 
Nervensystem Vorbeugung von Neuropathien durch 
Cisplatin (Chemotherapeutikum) 
ter Laak et al., 2000 
Nerven Antwort auf traumatische Hirnverletzungen Tokita et al., 2001 
Herz Cardiotoxizität von Trastuzumab (Herceptin) Schneider et al., 2002, 2001; 
Sawyer et al., 2002 
Blutgefäße Angiogenese (im Tumorwachstum) Bagheri-Yarmand et al., 
2000; Yen et al., 2000 
Brust Entstehung von Mamma Karzinom Krane et al., 1996 
Brust Paget-Krankheit  
(-NRG als Motilitätsfaktor für neoplastische 
Zellen) 
Schelfhout et al., 2000 
Haut Wundheilung  
(-NRG als Motilitätsfaktor für Keratinozyten) 
Schelfhout et al., 2002 
Darm Hirschsprung-Krankheit (Megacolon 
congenitum) 
Paratore et al., 2001 
Extremitäten Regeneration (beim Molch) Wang et al., 2000 
 
Im Folgenden soll exemplarisch auf die mögliche Beteiligung von Neuregulin1 an 
dem Krankheitsbild der Schizophrenie eingegangen werden. 
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2.5.1 Schizophrenie 
Schizophrenie ist eine tief greifende psychiatrische Erkrankung, die Veränderungen 
der Gedanken, der Wahrnehmungen und des Verhaltens auslösen kann. Die 
betroffenen Patienten sind nicht in der Lage, zwischen der Realität und ihren 
Vorstellungen zu unterscheiden.  
Laut Kompetenznetz Schizophrenie (http://www.kompetenznetz-schizophrenie.de) 
erkranken in Deutschland ca. 800.000 Menschen mindestens einmal im Leben an 
Schizophrenie, dabei sind Männer und Frauen gleich betroffen. Die Krankheit 
manifestiert sich in der Regel zwischen dem 18. und 35. Lebensjahr, wobei Männer 
meist früher als Frauen erkranken. 
Die Symptome sind sehr weitreichend. Dazu gehören psychotische Erscheinungen 
wie z.B. Halluzinationen, Wahn und formale Denkstörungen, aber auch Autismus, 
Ich-Störungen, Störungen des Gefühlslebens oder psychomotorische Störungen 
(Katatonie). Es werden ebenfalls kognitive Schwächen beschrieben (Kelly et al., 
2000).  
Als Ursache für Schizophrenie wird ein Zusammenwirken von unterschiedlichen 
Faktoren angesehen, wobei angenommen wird, daß die genetische Disposition eine 
zentrale Rolle spielt. Zahlreiche chromosomale Regionen sind bekannt, die 
prädisponierende Genorte enthalten (OMIM, #181500). 
Pulver et al. konnten 1996 unter anderem eine Kopplung mit Chromosom 8p 
nachweisen. Andere Arbeitsgruppen bestätigten dieses Ergebnis bzw. konnten eine 
weitere Feinkartierung des prädisponierenden Bereichs auf die Region 8p22-p21 
vornehmen (Kendler et al., 1996; Kaufmann et al., 1998; Blouin et al., 1998; Blaveri 
et al., 2001). 
In einer genomweiten Untersuchung von Patienten mit familiärer Schizophrenie in 
Island konnte mit Hilfe von Kopplungs- und Assoziationsstudien gezeigt werden, daß 
der Risikobereich auf Chromosom 8p 10-15 cM weiter zentromerwärts liegt, und 
damit Neuregulin1 ein Kandidatengen für Schizophrenie ist (Stefansson, 2002). 
Dieses Ergebnis konnte ebenfalls für eine schottische (Stefansson et al., 2003), eine 
britische (Williams et al., 2003) und eine chinesische Population (Tang et al., 2004) 
bestätigt werden. Stefansson et al. zeigten durch Feinkartierung der Region 8p12-
p21, daß sich der prädisponierende Genort um das erste NRG1-Exon (Kringle) 
befindet. Dieses Exon kodiert für die Kringle-Domäne, die für die Typ II Isoformen 
charakteristisch ist. Diese werden sowohl in der Embryonalentwicklung als auch 
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postnatal in weiten Bereichen des Nervensystems exprimiert (Meyer et al., 1997; 
Chen et al., 1994). Trotz dieser Tatsache ist bis jetzt keine in vivo Funktion dieser 
Isoformen bekannt. Auch wurde bislang keine Mutation innerhalb des Exons 
nachgewiesen, die für die Anfälligkeit für Schizophrenie verantwortlich gemacht 
werden könnte. Das schließt jedoch nicht aus, daß eine verursachende Mutation in 
der intronischen Sequenz oder im regulatorischen Bereich vorhanden sein könnte. 
Zudem können die Aktivitäten von Neuregulin1 gut in aktuelle Hypothesen der 
Schizophrenie auf der Grundlage neurobiologischer Aspekte eingearbeitet werden 
(Falls, 2003).  
Eine Theorie besagt, daß Schizophrenie auf einem Defizit in der glutamatergen 
Innervation im Verhältnis zur dopaminergen Innervation beruht (Seemann 1987). In 
Übereinstimmung damit zeigen Mäuse, die heterozygot für zwei unterschiedliche 
Mutationen im Neuregulin1-Gen (Stop-Codon in der EGF- bzw. 
Transmembrandomäne) oder für eine Null-Mutation im ErbB4-Gen sind, 
Hyperaktivitäten in Verhaltenstests, wie sie bei der Verabreichung der psychogenen 
Droge Phencyclidin (PCP), einem Antagonisten des glutamatergen NMDA-
Rezeptors, zu beobachten sind. Die gleichen Hyperaktivitäten sind nachweisbar, 
wenn die glutamaterge Neurotransmission gehemmt oder die dopaminerge 
Neurotransmission erhöht ist. Eine Umkehrung der Hyperaktivität kann durch die 
Gabe von Clozapin erreicht werden (Stefansson et al., 2002; Gerlai et al., 2000; 
Gassmann et al., 1995; Falls, 2003). Passend zu dieser Theorie konnte gezeigt 
werden, daß Neuregulin1 die Transkription der Untereinheit NR2C des NMDA-
Rezeptors stimuliert (Ozaki et al., 1997). 
Eine weitere Theorie besagt, daß Schizophrenie aus Veränderungen in der Glia-
Biologie resultiert (Hakak et al., 2001). Neureguline sind für die Differenzierung von 
Oligodendrocyten-Vorläufern und für ihr Überleben verantwortlich (Park et al., 2001; 
Vartanian et al., 1999). Des weiteren kann ein akuter Mangel an Glia-
Wachstumsfaktoren, wie etwa Neuregulin, einen axonalen Rückzug, gefolgt von 
einer Regeneration und einem synaptischen Umbau verursachen (Moises et al., 
2002). Da die Neureguline auch in die Astrocytenbiologie involviert sind, dürften sie 
auch für die Stabilisierung der Synapsen im ZNS mitverantwortlich sein (Pinkas-
Kramarski et al., 1994). 
In einer dritten Theorie resultiert Schizophrenie aus einer abnormalen cortikalen 
Verschaltung. In Übereinstimmung damit konnte von mehreren Arbeitsgruppen 
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gezeigt werden, daß Neuregulin eine entscheidende Rolle bei der Migration von 
Neuronen spielt (Rio et al., 1997; Anton et al., 1997). 
In einer vierten Theorie resultiert Schizophrenie aus Abnormitäten in der 
synaptischen Plastizität. Die Langzeit-Potenzierung ist eine Form der synaptischen 
Plastizität und wird als Modell für Lernen und Gedächtnis untersucht. Die bisherigen 
Erkenntnisse über Neuregulin fügen sich auch in diese Theorie ein, da Neuregulin 
die Induktion der Langzeit-Potenzierung hemmt (Huang et al., 2000). 
 
 
2.6 Kandidatenbeziehung von Neuregulin1 aufgrund der Kartierung 
Das humane Neuregulin1-Gen kartiert auf Chromosom 8p21-p12 (siehe Kapitel 2.1). 
Durch „Radiation Hybrid Mapping“ konnte das homologe Gen der Maus ebenfalls auf 
Chromosom acht zwischen den Markern D8Mit223 und D8Mit191 (D8Mit223 < 90.0 
cR > Nrg1 < 44.8 cR > D8Mit191) lokalisiert werden (Heinemann, 1998). Im 
proximalen Bereich dieses Maus-Chromosoms kartiert ebenfalls die „Motor Neuron 
Degeneration“ (mnd, Messer et al., 1992). Da zu Beginn dieser Arbeit (Mitte 1999) 
die genetische Ursache für diese Erkrankung nicht bekannt war, bestand die 




2.6.1 Motor Neuron Degeneration 
Die mnd-Erkrankung wurde ursprünglich im Mausstamm C57BL/6J entdeckt. Es 
handelt sich dabei um eine spontane neurologische Krankheit, die beim adulten Tier 
ab einem Alter von ca. 5 Monaten ausbricht (Messer und Flaherty, 1986). Die Tiere 
entwickeln eine atypische Motorik, die sich zuerst in den Hinterextremitäten zeigt. Die 
spontanen Bewegungen können sehr stark reduziert sein und die meisten Tiere 
sterben bevor sie ein Jahr alt sind. Durch die eingeschränkte Beweglichkeit der 
Mäuse und die pathologische Entwicklung der Motoneurone (Messer et al., 1987; 
Messer und Plummer, 1993; Callahan et al., 1991; Mazurkiewicz 1991) wurde das 
Leiden zunächst als ein Modell für die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) betrachtet 
(Messer 1992). Weiterführende Untersuchungen zeigten jedoch, daß sich in den 
Neuronen Lipofuscin und ATP-Synthase (Untereinheit 9c) anreichern (Bronson et al., 
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1993; Pardo et al., 1994). Dieses sind charakteristische Anzeichen für eine 
Neuronale Ceroid Lipofuscinose (NCL; Palmer et al., 1992), wodurch mnd als die 
murine Form der humanen Erkrankung angesehen werden kann. 
 
 
2.7 Ziel der Arbeit 
Ziel der Arbeit war es, die funktionellen Aspekte der verschiedenen Neuregulin1-
Isoformen näher zu beleuchten. Dafür sollten Knockout-Mäuse generiert werden, bei 
denen zum einen die Cysteinreiche Domäne und zum anderen die Kringle Domäne 
deletiert sind. Mit diesen Deletionen können alle Typ III bzw. Typ II NRG1-Formen 
ausgeschaltet werden. Anhand der resultierenden Phänotypen könnten sich 
Rückschlüsse auf die Funktionen der jeweiligen Isoformen ziehen lassen. 
In einem Allelie-Test sollten Verpaarungen von heterozygoten NRG1-KO-Mäusen mit 
mnd-Mutanten durchgeführt werden, um zu überprüfen ob Veränderungen im 
Neuregulin1-Gen für die mnd-Erkrankung verantwortlich sind. 
Mit Hilfe des „Yeast-Two-Hybrid“-Systems sollten mögliche Interaktionspartner für die 
Kringle Domäne identifiziert werden. Auf diese Weise sollten Aussagen darüber 
möglich sein, inwieweit Typ II Neuregulin z.B. in das Krankheitsbild der 
Schizophrenie verwickelt ist bzw. innerhalb welcher Signalwege diese Proteinform 
eine Funktion übernimmt. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Bakterienstämme  
Es wurden folgende Bakterienstämme verwendet: 
 
kompetente Zellen: 
• XL1-Blue – recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac (F‘ proAB 
lacZ∆M15 Tn10(TetR)), elektro-kompetent 
• TOP10 (TOPO TA Cloning, Invitrogen) – F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL 
(StrR) endA1 nupG, chemisch kompetent 
• TOP10F‘ (TOPO TA Cloning, Invitrogen) – F‘ {lacIq Tn10 (TetR)} mcrA ∆(mrr-
hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD139 ∆(ara-leu)7697 
galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG, chemisch kompetent 
• JQ101 – F-, thi-1, hsdS20 (rB-, mB-), supE44, recA13, ara-14, leuB6, proA2, 




Es wurden folgende Hefestämme verwendet: 
 
• AH109 (BD Bioscience Clontech, Palo Alto, USA ) – MATa, trp1-901, leu2-3, 
112, ura3-52, his3-200, gal4∆, gal80∆, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, 
GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1 
• Y187 (BD Bioscience Clontech, Palo Alto, USA) - MATα, ura3-52, his3-200, 
ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4∆, gal80∆, met-, URA3::GAL1UAS-
GAL1TATA-lacZ, MEL1 
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3.1.3 Mausstämme 
3.1.3.1 Mus musculus C57Bl/6J 
Dieser Inzuchtstamm wurde im Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA etabliert. Die 
Züchtung geht auf C.C. Little zurück, der Tiere des Stammes von Miss Abbie Lathrop 
1921 verwendete. 
Bezogen wurde die Tiere vom Zentralinstitut für Versuchstierzucht GmbH, Hannover 
und eine lehrstuhleigene Zucht etabliert. 
 
3.1.3.2 Mus musculus B6.KB2-Cln8mnd/MsrJ (vormals: B6.KB2-mnd/MsrJ) 
Die Mäuse dieses Stammes sind homozygot für einen Gendefekt, der sich 
phänotypisch in der Motorneurondegeneration (mnd) äußert. Vom Jackson 
Laboratory wurden 1999 einige Tiere unter der damaligen Bezeichnung B6.KB2-
mnd/MsrJ bezogen, die sich von der Erkrankung der Tiere ableitet. Mit der 
Aufklärung der für diesen Phänotyp verantwortlichen Mutation im Cln8-Gen wurde 
die Stammbezeichnung B6.KB2-Cln8mnd/MsrJ Ende 2002 eingeführt. 
 
3.1.3.3 Mus musculus B6.NDF40 
Dieser C57Bl/6J-Stamm trägt eine gezielt generierte Mutation, bei der die Exons 7 
bis 9 im Neuregulin1-Gen deletiert sind. Homozygote KO-Tiere sterben am 
Embryonaltag 10.5, so daß die Mutation nur über heterozygote Tiere weitervererbt 
werden kann. Vier Tiere wurden von C. Birchmeier, Max-Delbrück-Center, Berlin 
bezogen. 
 
3.1.3.4 Mus musculus castaneus 
Ihren geografischen Ursprung haben diese Mäuse in Thailand. Durch diese relativ 
isolierte Herkunft weist dieser Stamm einen hohen Polymorphiegrad im Genom auf. 
Im Jackson Laboratory, wurden die Tiere seit 1971 als Inzuchtstamm CAST/Ei 
gezüchtet. Von dort wurden 1996 einige Tiere bezogen und eine eigene Zucht am 
Lehrstuhl für Entwicklungsbiologie und Molekulare Pathologie in Bielefeld aufgebaut. 
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3.1.4 DNA-Vektoren 
Bezeichnung Bezugsquelle 
pBluescript II SK Stratagene, Amsterdam (Niederlande) 
pCR2.1-TOPO Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland) 
pCRII-TOPO Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland) 
pCR4-TOPO Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland) 
pGBT9 BD Bioscience Clontech, Palo Alto (USA) 
pACT2 BD Bioscience Clontech, Palo Alto (USA) 




Bezeichnung Sequenz (5‘ – 3‘) TA [°C] Referenz 
D8Mit190a CTT TGT TGC TGT TTC CAT TCT GG  MIT 
D8Mit190b AGT CAT ATA CAA GGT CAA CCT GAG C  MIT 
D8Mit190d ACT CAG GAG GCA GAA AGA TAA TGA GTC  diese Arbeit 
D8Mit356a AAA ATG TCT CTA CAT TCT ACA TAT GCA  MIT 
D8Mit356b GTC CAG TCC CAG TAC CCA GT  MIT 
D8Mit356d GAC TGA GTG CTT ACC AAG AGT AAC CAA  diese Arbeit 
NDF40MA1 CGA ATT CGC CAA TGA CAA GAC GCT GG 68 Birchmeier 
NDF40MA2 GAG ATG GTC ATG TCC TTG TCA CTA ACC 68 Birchmeier 
NDF40WTA1 TGC TGC TTT CTT CGC TCT TCA GAA GC 68 Birchmeier 
SMDF290Arück CTC CAG CTC GGA CCC CTG A 64 diese Arbeit 
Intron1 TAC TGA GAA CTG ACC AGA GGC 64 diese Arbeit 
Intron2 CAC TAT GCT AGG GAA ACT CAG G 66 diese Arbeit 
Intron3 TTG TCA TCT GAT GTG AAC AGA CA 64 diese Arbeit 
Intron Xho TTC TCG AGT AAG CCT CTG CCT CTG CAT TGC diese Arbeit 
Intron Kpn TGG GTA CCT ACT TCA GGG ACA TGT GCT GTC 
62 
diese Arbeit 
Kringle-upst Apa GGG CCC AGG CAG CCC ACC TTT ATA CTG A diese Arbeit 
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Bezeichnung Sequenz (5‘ – 3‘) TA [°C] Referenz 
Kringle-downNot2 GCG GCC GCG GAA AAG GGC AGG GTG AGA diese Arbeit 
Kringle-down Sac CCG CGG CAA ACC ACA AGA ACC CAA GCA 
58 
diese Arbeit 
Kringle Sonde A ATG GTG TGT CTG GTG CCT TT diese Arbeit 
Kringle Sonde B AGA TGT ACT GGG GAG CGA GA 
62 
diese Arbeit 
Kringle-Exon A CACACCATGAGATGGCGAC diese Arbeit 
Kringle-Exon B CAT GGC GAG GCA CTT ACC 
49 
diese Arbeit 
Kringle-Exon E CACGCACCTCACACCATGAG diese Arbeit 
Kringle-Exon F CTA AGG AAC GCT CGG ACC TG 
49 
diese Arbeit 
5’AD LD-Insert CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC C  Clontech 
3’AD LD-Insert AGT GAA CTT GCG GGG TTT TTC AGT ATC TAC G  Clontech 
Gal4-BDa TCA TCG GAA GAG AGT AG  Clontech 
Gal4-BDb CGT TTT AAA ACC TAA GAG TCA C  Clontech 
 
 
3.1.5.1 Diagnostische Primer 





M.m.C57Bl/6J Differenz [bp] 
D8Mit190 21,0 53 122 138 16 
D8Mit356 11,0 58 509 247 262 
 
Bezeichnung Nachweis TA [°C] Elongation Fragment [bp] Quelle 
NDF40MA1 C. Birchmeier, MDC, Berlin 
NDF40MA2 
KO-Allel 68 72°C für (50+n) s ca. 520 C. Birchmeier, 
MDC, Berlin 
NDF40WTA1 C. Birchmeier, MDC, Berlin 
NDF40MA2 
WT-Allel 68 72°C für (50+n) s ca. 320 C. Birchmeier, 
MDC, Berlin 
n = Anzahl d. Zyklen 
 
 




MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
Invitrogen, Karlsruhe 
New England Biolabs, Schwalbach/Taunus 
T4 DNA-Ligase Invitrogen, Karlsruhe 
Mastermix (Taq-DNA Polymerase) QIAGEN, Hilden 
ProofStart QIAGEN, Hilden 
Expand Long Template Roche, Mannheim 
Herkulase Stratagene, Amsterdam (Niederlande) 
RNase A Roth, Karlsruhe 
Lysozym Roth, Karlsruhe 
T7 RNA-Polymerase Ambion, Austin (USA) 
T3 RNA-Polymerase Ambion, Austin (USA) 
Proteinase K Sigma, Deisenhofen 





standard Fragmentlängen Bezugsquelle 
GeneRuler DNA 
Ladder Mix 
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 
1031, 1200, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 
4000, 5000, 6000, 8000, 10000 
MBI Fermentas, St. 
Leon-Roth 
100 Bp-Leiter 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 MBBL, Bielefeld  
100 Bp-Leiter 
(erweitert) 
100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 
900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000 MBBL, Bielefeld  
Lambda Mix II 
118, 194, 234, 271/281, 310, 564, 603, 872, 
1078, 1353, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416, 
23130 
MBBL, Bielefeld  
 
 




Luria-Bertani (LB) Terrific Broth (TB) SOC 
10 g/l Bactotrypton 
5 g/l Hefeextrakt 
10 g/l NaCl 
12 g/l Trypton 
24 g/l Hefeextrakt 
4 ml/l Glycerin 
nach dem Autoklavieren 
zusetzen: 
100 ml 0,17 M KH2PO4/ 0,72 M 
K2HPO4 (steril) 
20 g/l Bactotrypton 
5 g/l Hefeextrakt 
0,5 g/l NaCl 
10 ml/l 250 mM KCl 
nach dem Autoklavierren 
zusetzen: 
5 ml/l 2 M MgCl2 (steril) 
20 ml/l 1 M Glucose (steril) 
 
Für die Herstellung von Platten wurde dem LB- bzw. TB-Medium 15 g/l Agar vor dem 
Autoklavieren zugesetzt. 
Für eine Selektion wurde den Lösungen nach dem Abkühlen unter 50°C das jeweils 
benötigte Antibiotikum und im Fall der Agarlösungen 0,16 ml 1 M IPTG und 0,26 ml 
250 mg/ml X-Gal zugesetzt. 
 
Minimalmedium 
M9 (Ansatz speziell für JQ101) 
Für 1 Liter M9-Agar: 
 
20 g Agar in 
600 ml H2O autoklavieren, nach 
Abkühlung auf 55°C steril zusetzen: 
200 ml 5x M9 Salz*  
100 ml Dropout 
20 ml 20% Glucose 
1 ml 1 M Thiamine HCl 
4 ml Prolin (10 mg/ml) 
2 ml 1 M MgSO4 
0,1 ml 1 M CaCl2 
1 ml Ampicillin (50 mg/ml) 
* 5x M9 Salz: 64 g/l Na2HPO4*7 H2O 
15 g/l KH2PO4 
2,5 g/l NaCl 
5,0 g/l NH4Cl 
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3.1.8.2 Hefekulturmedien 
Die Mengenangaben für die einzelnen Hefemedien beziehen sich auf einen Liter. 
 
Vollmedien: Selektionsmedium: 
YPD YPDA SD 
20 g Pepton 
10 g Hefeextrakt 
20 g Pepton 
10 g Hefeextrakt 
15 ml 0,2% Adeninhemisulfat 
(Nach Abkühlung auf 55°C 
zusetzen) 
6,7 g Hefestickstoffbasis (ohne AS) 
nach dem Autoklavieren zusetzen: 
100 ml 20% Glucose (steril) 
100 ml 10x DO* (steril) 
 
*10x Dropout (DO) Lösung: 200 mg/l L-Adeninhemisulfat 
 200 mg/l L-Arginin HCl 
 200 mg/l L-Histidin HCl 
Monohydrat 
 300 mg/l L-Isoleucin 
 1000 mg/l L-Leucin 
 300 mg/l L-Lysin HCl 
 200 mg/l L-Methionin 
 500 mg/l L-Phenylalanin 
 2000 mg/l L-Threonin 
 200 mg/l L-Tryptophan 
 300 mg/l L-Tyrosin 
 200 mg/l L-Uracil 
 1500 mg/l L-Valin 
 
Für die Herstellung der benötigten Minus-Dropouts werden die entsprechenden 
Aminosäuren dem Ansatz nicht zugesetzt. 
 
Bei der Verwendung von SD/-Leu/-Trp/-His Platten ist es erforderlich, eine optimierte 
Konzentration von 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol) zuzusetzen. 
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3.1.8.3 Zellkulturmedien 
Feeder Medium (FM):   50 ml  FCS 
     5 ml  100 x Penstrep (10000 U) 
     5 ml  L-Glutamin 
     5 ml  β-Mercaptoethanol* 
 400 ml  DMEM 
 
Complete Medium (CM):   75 ml  FCS 
     5 ml  100 x Penstrep (10000 U) 
     5 ml  L-Glutamin 
     5 ml  Na-Pyruvat 
     5 ml  Nicht essentielle Aminosäuren 
     5 ml  β-Mercaptoethanol* 
 400 ml  DMEM 
 
*Verdünnung von 7 µl Stammmlösung in 10 ml Wasser 
 
 
2x Freezing Medium: 20% FCS 
 20% DMSO 




Antibiotikum Konzentration der Stammlösung Arbeitskonzentration 
Ampicillin 150 mg/ml in Wasser 25 – 150 µg/ml 
Kanamycin 50 mg/ml in Wasser 10 – 15 µg/ml 
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3.1.10 Kits 
Bezeichnung Bezugsquelle 
QIAGEN Plasmid Purification Kit QIAGEN, Hilden 
Nucleobond AX Kit Macherey-Nagel, Düren 
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe 
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden 
NucleoSpin Extract Kit Macherey-Nagel, Düren 
Prime-It  
RmT Random Primer Labeling Kit Stratagene, Amsterdam (Niederlande) 
Pretransformed MATCHMAKER Labrary BD Bioscience Clontech, Heidelberg 
MEGAscript Ambion, Austin (USA) 





BCM Search Launcher http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/ 
Blast 2 Sequences http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html 
Ensembl Genome Browser http://www.ensembl.org/ 
Mouse Genome Informatics http://www.informatics.jax.org/ 
NCBI Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
OMIM - Online Mendelian 
Inheritance in Man http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM 
Primer3 http://cbr-rbc.nrc-cnrc.gc.ca/cgi-bin/primer3_www.cgi 
PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed 
RepeatMasker at EMBL http://woody.embl-heidelberg.de/repeatmask/ 
UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu/ 
Webcutter http://www.ccsi.com/firstmarket/firstmarket/cutter/cut2.html 
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3.2 Methoden  
3.2.1 Mikrobiologische Methoden 
3.2.1.1 Anzucht von Bakterien 
Für die Kultur von Bakterien wurde in der Regel Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) 
verwendet. Dieses wurde nach seiner Herstellung autoklaviert, um eine Infektion mit 
anderen Mikroorganismen zu vermeiden. 
Nach dem Abkühlen wurde der Flüssigkeit ein Selektionsmarker in Form eines 
Antibiotikums zugesetzt. 
Sollten LB-Platten hergestellt werden, wurde wie oben beschrieben verfahren, nur 
wurden dem Medium vor dem sterilisieren 15 g/l Agar-Agar zugegeben, das nach 
dem Abkühlen die Verfestigung des Mediums sicherstellte. 
Für eine erforderliche Blau-Weiß-Selektion wurden eine halbe Stunde vor dem 
Ausplattieren der Bakterien 40 µl einer 40 mg/ml X-Gal-Lösung und 40 µl einer 100 
mM IPTG-Lösung pro Platte ausgestrichen. 
Für die Anzucht der Bakterien wurde generell darauf geachtet, daß eine Reinkultur 
angelegt worden war. 
 
 
3.2.1.2 Transformation von E. coli 
3.2.1.2.1 Elektroporation 
Ein Aliquot elektrokompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit maximal 5 µl 
Plasmid-DNA versetzt, deren Konzentration zwischen 20-200 ng/µl schwankte. Nach 
vorsichtigem Mischen mit der Pipettenspitze (nicht auf und ab pipettieren, da 
kompetente Bakterien scherempfindlich sind) wurden die Bakterien für eine Minute 
auf Eis gelagert und anschließend in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette 
pipettiert. Die Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser (Biorad, München) bei 25 
µF, 400  und 2,5 kV. Sofort danach wurde 1 ml vorgewärmtes SOC-Medium zu den 
Zellen gegeben und die Suspension in ein Reaktionsgefäß überführt. Bis zur 
Expression der plasmidkodierten Antibiotikaresistenz wurden die Bakterien für eine 
Stunde bei 37°C geschüttelt und anschließend in 50–200 µl Aliquots auf LB-Agar mit 
dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
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3.2.1.2.2 Hitzeschocktransformation 
Chemisch kompetente E. coli Stämme sind Bestandteile z.B. des TOPO-Cloning Kits 
der Firma Invitrogen. (siehe Kap. 3.2.8.4) Es wurden hierbei die Stämme TOP10 und 
TOP10F’ verwendet. Sie wurden nach den Hinweisen des Herstellers behandelt. Der 
eigentliche Transformationschritt erfolgte bei einem 30 Sekunden dauernden 
Hitzeschock bei 42°C nach einer 30 minütigen Inkubation auf Eis. Die Anzucht und 
Selektion der Bakterien entsprachen den Angaben in Kapitel 3.2.1.2.1. 
 
 
3.2.1.3 Anlegen von Glycerinkulturen 
Um rekombinante Bakterien für längere Zeit zu lagern, ist eine Aufbewahrung in 20% 
Glycerin bei –70°C erforderlich. Dafür wurden 200 µl 100%iges Glycerin in einem 
Eppendorfgefäß vorgelegt und 800 µl frische Bakterienkultur dazugegeben. Mit Hilfe 
eines Vortex-Schüttlers (Bender & Hobein, Zürich, Schweiz) wurde die Suspension 
gut durchmischt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Anschließend konnte die 
Glycerinkultur bei –70°C aufbewahrt werden. 
Für die langfristige Lagerung von Hefestämmen wird genauso vorgegangen wie bei 
den Bakterien. Lediglich die Endkonzentration des Glycerins beträgt 25%. Es ist 
darauf zu achten, daß die Temperatur stets unter -55°C gehalten wird. 
 
 
3.2.2 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsäuren 
3.2.2.1 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
3.2.2.1.1 Schnelle Lyse („Easy-prep“) 
Mit Hilfe dieser Methode (Berghammer et al., 1993) ist es möglich, in sehr kurzer Zeit 
Plasmid-DNA zu isolieren. Deshalb eignet sie sich sehr gut für den Test von 
Bakterienklonen, die nach Transformationen erhalten wurden. 
Da bei dieser Präparation auf einen Phenolisierungsschritt verzichtet wird, weist die 
so gewonnene DNA nur eine geringe Reinheit auf, die aber ausreichend ist, um 
PCR-Tests oder Restriktionsanalysen durchzuführen. Geeignet ist diese Methode 
aber nur für endA--Bakterienstämme, da die Endonuklease A nicht durch Hitze 
inaktivierbar ist und die DNA abbauen würde. 
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1,5 ml einer stationären Bakterienkultur wurden in ein Eppendorfreaktionsgefäß 
überführt und 30 Sekunden bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
komplett abgesaugt, das Pellet in 50 µl Lysispuffer resuspendiert und 5 Minuten bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Anschließend wurde die Probe für 30 Sekunden auf 
100°C erhitzt und danach sofort für 1 Minute auf Eis gelagert. Nach 20 minütigem 




3.2.2.1.2 Alkalische Lyse („Mini-prep“) 
Diese Mini-Standardpräparation zeichnet sich durch eine wesentlich höhere Reinheit 
der gewonnen DNA als die der Easy-prep-Methode aus. Sie ist für alle 
Bakterienstämme geeignet. Mit Hilfe dieser Methode lassen sich auch größere 
Plasmide, die nur mit einer geringen Kopienzahl in der Zelle vorliegen, in einer 
ausreichenden Konzentration isolieren. 
1,5 ml einer stationären Bakterienkultur wurden 30 Sekunden bei 13.000 rpm in einer 
Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Alle weiteren Zentrifugationen 
erfolgten ebenfalls bei 13.000 rpm und Raumtemperatur. Das Medium wurde 
anschließend abgesaugt und das Sediment in 100 µl Lösung I (25 mM Tris-Cl pH 8, 
50 mM Glucose, 10 mM EDTA pH 8, 0,4 mg/ml Lysozym) gelöst, so daß die 
Zellwände aufgebrochen wurden. Die Zugabe von 200 µl frisch angesetzter Lösung II 
(0,2 N NaOH, 1% SDS) bewirkte durch die Erhöhung des pH-Wertes ein 
Denaturieren der chomosomalen DNA. Das SDS ermöglichte das Ablösen DNA-
assoziierter Proteine. Dazu wurde die Probe gevortext und 10 Minuten auf Eis 
gelagert. Mit 150 µl Lösung III (60 ml 5 M Kaliumacetat, 11,5 ml Eisessig, 28,5 ml 
Wasser) wurden die chromosomale DNA und Proteine gefällt. 
Nach 10 minütiger Zentrifugation wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Mit einem Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch wurden letzte in 
Lösung befindliche Proteine extrahiert. Dazu wurden 500 µl Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben und vorsichtig invertiert. Nach 2 minütigem 
Zentrifugieren wurde von den sich gebildeten Phasen die obere (wässrige) Phase 
vorsichtig in ein neues Gefäß überführt. Dabei wurden maximal 350 µl pipettiert, um 
ein Mitnehmen der Interphase zu vermeiden. Zur Fällung der Plasmid-DNA wurden 
zu dieser Lösung 700 µl 100%iger Ethanol gegeben und vorsichtig invertiert. Nach 
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20 minütiger Zentrifugation wurde das erhaltene DNA-Pellet mit 500 µl eiskaltem 
70%igen Ethanol gewaschen. 
Nachdem der Alkohol komplett abgesaugt war, wurde das Pellet getrocknet. Die DNA 
wurde in 50 µl TE + RNase A (20 µg/ml) aufgenommen. 
 
 
3.2.2.1.3 Präparation mit Hilfe von Ionenaustauschersäulen 
Für die Präparation hochreiner Plasmid-DNA oder von Plasmiden mit geringer 
Kopienzahl empfiehlt sich die Verwendung von Kits der Firmen QIAGEN oder 
MACHEREY-NAGEL. Diese Methode basiert ebenfalls auf der alkalischen Lyse, nur 
wird hier im Gegensatz zur „Mini-prep“ keine Aufreinigung der DNA mit Phenol/ 
Chloroform vorgenommen. Durch die Herstellung optimaler Salzkonzentrationen und 
pH-Werte wird die Plasmid-DNA in einer equilibrierten Ionenaustauscher-Säule 
gebunden, gereinigt und anschließend von ihr eluiert. Auf diese Weise können 
degradierte RNA, zelluläre und nukleinsäure-assoziierende Proteine von der 
Plasmid-DNA entfernt werden. Die Fällung erfolgt mit Alkohol (Isopropanol). 
 
Nachfolgend wird die Plasmid-Präparation mit Hilfe des Kits der Firma QIAGEN 
beschrieben. 
Es werden Ionenaustauschersäulen unterschiedlicher Größe angeboten, deren 
Einsatz sich nach dem Kulturvolumen und der Kopienzahl der Plasmide richtet. Im 
weiteren beziehen sich die Angaben auf eine QIAGEN-Midi Präparation (QIAGEN-
Säule 100), die Angaben in Klammern beziehen sich auf eine QIAGEN-Maxi 
Präparation (QIAGEN-Säule 500). 
 
Es wurde eine Vorkultur ca. 8 Stunden in LB-Medium mit Zusatz eines für die 
Selektion notwendigen Antibiotikums herangezogen. Nach dieser Zeit wurde sie in 
25 ml Medium für Plasmide mit hoher Kopienzahl bzw. in 100 ml für Plasmide mit 
geringer Kopienzahl (100 ml bzw. 500 ml) überimpft und über Nacht bei 37°C und 
225 U/min geschüttelt. 
Die Zellen wurden geerntet, indem sie mit 6.000x g bei 4°C für 15 Minuten 
zentrifugiert wurden. Das entstandene Pellet wurde in 4 ml (10 ml) P1-Puffer 
resuspendiert und anschließend 4 ml (10 ml) P2-Puffer zu der Lösung gegeben. 
Diese wurde 4–6 mal invertiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
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Zugabe von 4 ml (10 ml) gekühltem P3-Puffer wurde die Probe ebenfalls invertiert 
und 15 Minuten (20 Minuten) auf Eis gelagert. Während dieser Zeit wurde wiederholt 
invertiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 20.000x g und 4°C für 30 
Minuten. Der Überstand wurde durch einen angefeuchteten Faltenfilter filtriert. 
Die QIAGEN-Säule wurde mit 4 ml (10 ml) Puffer QBT equilibriert. Daraufhin wurde 
die Probe auf die Säule gegeben und 2 mal mit 10 ml (30 ml) QC-Puffer gewaschen. 
Eluiert wurde die DNA mit 5 ml (15 ml) QF-Puffer. Mit 0,7 Vol. Isopropanol wurde die 
DNA gefällt und 30 Minuten bei 15.000x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 
2 ml (5 ml) 70%igem Ethanol gewaschen und anschließend luftgetrocknet. 
Die DNA wurde je nach Pelletgröße in ca. 100 µl TE (10 mM Tris-Cl pH 8, 1 mM 
EDTA) oder aqua dest. aufgenommen. 
 
P1-Puffer: 50 mM Tris (pH 8.0), 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A 
P2-Puffer:  0,2 N NaOH, 1% (w/v) SDS 
P3-Puffer:  3 M Kaliumacetat pH 5,5 
QBT-Puffer: 750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15% Isopropanol, 
  0.15% (w/v) Triton X-100 
QC-Puffer: 1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15% Isopropanol 
QF-Puffer: 1.25 M NaCl, 50 mM Tris pH 8.5, 15% Isopropanol 
 
 
3.2.2.2 Aufreinigung von DNA aus Gewebe 
Für die Aufreinigung von DNA aus Gewebe wurden Mausnieren verwendet. Die 
Organe wurden direkt nach ihrer Entnahme aus dem Tier in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. In einem gekühlten Mörser wurde das Gewebe mit einem ebenfalls 
gekühlten Pistill unter Zugabe von Flüssigstickstoff zu einem feinen Pulver zermalen. 
In ein 15 ml Polypropylenröhrchen wurde 1 ml DNA-Extraktionspuffer pro 100 mg 
Ausgangsgewebe vorgelegt und das Pulver dorthinein überführt. Die Suspension 
wurde in einem 50°C Wasserbad über Nacht bei leichtem Schütteln inkubiert. 
Anschließend erfolgte eine Aufreinigung mit 2/3 Volumen Phenol für 2 Stunden, dann 
für eine Stunde mit 1 Volumen Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) und 
darauf für 30 Minuten mit 0,5 Volumen Chloroform:Isoamylalkohol (24:1). Dabei 
wurde das Röhrchen mit Parafilm verschlossen und auf dem Teller eines senkrecht 
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gestellten Plattenspielers befestigt. Zur Phasentrennung wurde das Röhrchen jeweils 
zentrifugiert und die obere wässrige Phase mit einer abgeschnittenen 1 ml 
Pipettenspitze vorsichtig abgenommen. Für die Fällung der DNA wurden der Lösung 
1 Volumen 7,5 M Ammoniumacetat und 2 Volumen 100%iger Ethanol zugegeben. 
Nach dem Pelletieren erfolgte ein Waschschritt mit 70%igem Ethanol. Anschließend 
wurde die DNA luftgetrocknet und daraufhin in 500 µl pro 100 mg Ausgangsgewebe 
auf einer Wippe bei 4°C gelöst. Das Lösen der DNA konnte mehrere Tage in 
Anspruch nehmen. 
 
DNA-Extraktionspuffer: 100 mM NaCl 
 25 mM EDTA 
 0,5% (w/v) SDS 
 10 mM Tris-Cl pH 8.0 
 0,1 mg/ml Proteinase K (kurz vor Gebrauch zusetzen) 
 
 
3.2.2.3 Schnellpräparation von DNA aus Mausschwanzspitzen 
Für eine Diagnostik der zu untersuchenden Maus-Genotypen wurde eine DNA-Probe 
der einzelnen Tiere benötigt. Diese wurde aus einem ca. 5 mm langen Stück 
Schwanzspitze gewonnen, die den Mäusen beim Entwöhnen vom Muttertier 
abgenommen wurde. Sie wurde in 300 µl Pufferlösung (10 mM Tris pH 8, 50 mM 
KCl, 0,045% Tween 20 und 0,045% NP 40) zerkleinert und nach Zusatz von 
Proteinase K in einer Endkonzentration von 10 µg/ml für mindestens 2 Stunden bei 
55°C im Schüttler inkubiert. Das Enzym wurde anschließend für 10 Minuten bei 95°C 
denaturiert und der Überstand nach einer kurzen Zentrifugation in ein neues 
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. 
Für eine PCR-Diagnostik wurden 1-2 µl dieser Präparation eingesetzt. 
 
 
3.2.2.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 
Wird z.B. nach einer Restriktionsspaltung (siehe Kap. 3.2.7) nur ein bestimmtes 
Fragment für weitere Arbeiten benötigt, ist es möglich, die verdaute DNA über ein 
Agarosegel aufzutrennen (siehe Kap. 3.2.3). Nach dem Färben mit Ethidiumbromid 
können auf einem Transilluminator die Größen der einzelnen Banden bestimmt 
werden und das gewünschte Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten werden. 
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Für die DNA-Extraktion aus Agarose wurde unter anderem das QIAquick Gel 
Extraction Kit der Firma QIAGEN verwendet. Dabei wurde das isolierte 
Agaroseblöckchen gewogen und in dem 3fachen Volumen QG Puffer bei 50°C ca. 10 
Minuten geschmolzen. Der Ansatz wurde anschließend auf eine mitgelieferte 
Minisäule gegeben und durch Zentrifugation für 1min in einer Tischzentrifuge an das 
Säulenmaterial gebunden. Nach dem Waschen mit 750 µl PE-Puffer wurde die Säule 
durch wiederholtes Zentrifugieren getrocknet und die DNA mit 30 µl Elutionspuffer 
(10 mM Tris-Cl pH 8.0) eluiert. Die Konzentration wurde anschließend in einem 
Agarosegel abgeschätzt (siehe Kap. 3.2.2.5). Die Zusammensetzung der Puffer QG 
und PE ist nicht bekannt. 
 
 
3.2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA 
Der DNA-Gehalt einer Lösung wurde im Spektralphotometer bestimmt. Dafür wurde 
die isolierte DNA 1:100 mit Wasser verdünnt und die Absorption der Lösung bei einer 
Wellenlänge von 260 nm (A260) gemessen. Eine A260 von 1,0 entspricht dabei 50 
µg/ml doppelsträngiger DNA bzw. 40 µg/ml einzelsträngiger DNA. 
Eine zusätzliche Messung der A280 und das Errechnen des Quotienten von A260 und 
A280 gibt Auskunft über die Reinheit der DNA. Wird dabei ein Verhältnis von 1,8 
erreicht, handelt es sich um eine Präparation mit ausreichender Reinheit. Geringere 
Werte zeugen von Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenol. Für diese Arbeit 
wurde das BioPhotometer der Firma Eppendorf verwendet. 
Eine weitere eingesetzte Methode zur Konzentrationsbestimmung ist das Messen der 
Fluoreszenz von gebundenem Ethidiumbromid. Dazu wurde die DNA-Probe gegen 
einen Fragmentlängenstandard bekannter Konzentration auf ein Agarosegel 
aufgetragen, im elektrischen Feld aufgetrennt und anschließend im 
Ethidiumbromidbad gefärbt. Danach konnte das Mengenverhältnis zwischen 
Standard und Probe abgeschätzt werden. 
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3.2.3 Agarosegelelektrophorese 
Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es möglich, Nukleinsäurefragmente nach ihren 
Molekularmassen aufzutrennen. Die zurückgelegte Wegstrecke in einem Agarosegel 
ist dabei umgekehrt proportional zum log10 der Anzahl der Basenpaare. 
Für die Herstellung eines Agarosegels wurde eine entsprechende Menge Agarose, 
z.B. Seakem LE Agarose (BioWhittaker, Rockland USA), abgewogen und in 1x TBE- 
oder 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach dem Abkühlen auf ca. 60°C wurde die flüssige 
Substanz in eine Gelkammer gewünschter Größe gegossen und ein Gelkamm 
eingesteckt. Nach dem Aushärten des Gels wurde dieses mit 1x TBE oder 1x TAE 
überschichtet und der Gelkamm entfernt. In die Geltaschen wurde die zu 
analysierende Nukleinsäure pipettiert, nachdem diese mit einem 6x Probenpuffer 
gemischt worden war. Zur Größenbestimmung wurde zusätzlich ein 
Fragmentlängenstandard aufgetragen. Die Agarose-Konzentration des Gels richtete 
sich nach der Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente. Für die Auftrennung von 
Fragmenten über 3 kb wurden 0,8 oder 1%ige Gele und für Fragmente unter 3 kb 
2%ige Gele eingesetzt. Waren die DNA-Fragmente kleiner als 200 bp, wurde eine 
Agarosekonzentration von 4% verwendet. 
Die angelegte Spannung betrug bei Minigelen (7x10 cm, Trennstrecke 6 cm) ca. 10 
V/cm. Bei dieser Gelgröße wurde eine Laufzeit von ca. 30-60 Minuten eingehalten. 
Große Gele (13x15 cm, Trennstrecke 12 cm) wurden meist für 3-4 Stunden an eine 
Spannung von 10 V/cm oder über Nacht an eine Spannung von 2 V/cm 
angeschlossen. Bei der Verwendung von Gelen noch größeren Formats (25x50 cm; 
Trennstrecke 42cm) wurde die Elektrophorese stets über Nacht bei 2-3 V/cm 
durchgeführt. 
Danach wurde das Gel aus der Kammer entnommen und zur Färbung der DNA in ein 
Ethidiumbromidbad (1 µg/ml Ethidiumbromid in 1x TBE bzw. 1x TAE) gelegt. Dabei 
interkalierte der Farbstoff in die DNA und wurde durch Bestrahlung mit UV-Licht ( = 
302 nm) auf einem Transilluminator (Intas UV-Systeme) zur Fluoreszenz angeregt. 
Mit Hilfe einer fotografischen Dokumentationsanlage (CCD Kamera KP-16a, Hitachi 
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10x TBE: 108 g Tris, 55 g Borsäure, 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 
 mit Wasser auf 1 l auffüllen 
1x TAE: 242 g Tris, 57,1 ml Essigsäure, 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 
 mit Wasser auf 1 l auffüllen 




3.2.4 DNA-Transfer auf Nylonmembranen („Southern Blotting“) 
Soll ein spezifisches Restriktionsfragment über Hybridisierung mit einer markierten 
DNA-Sonde in einem komplexen Fragmentgemisch identifiziert werden, ist es 
notwendig, die DNA in einem Agarosegel aufzutrennen und anschließend auf eine 
Nylonmembran zu transferieren. 
Dieses von E.M. Southern entwickelte Verfahren (1975) wurde wie in der 
Originalmethode als Kapillarblot angewendet (Sambrook et al., 1989). 
Die im Gel aufgetrennte DNA wurde zunächst mit 0,25 M Salzsäure für 30 Minuten 
partiell depuriniert. Durch eine anschließende 40 minütige Behandlung mit 0,5 M 
NaOH/ 1,5 M NaCl wurde die Doppelhelix denaturiert. Nach dieser Behandlung 
wurde der Blot wie in Abbildung 3-1 aufgebaut. Dabei wurde das Gel umgedreht auf 
einen Saugfilter (Whatman-Papier, Schleicher u. Schuell, Dassel) gelegt und seine 
Taschen abgeschnitten. Die Membran (Biodyne B 0,45 µm; Pall, Portsmouth, 
England) und der Saugfilter wurden mit 20x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; 
pH7,0) angefeuchtet. 
Abbildung 3-1: Blot-Aufbau 
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Der DNA-Transfer vom Gel auf die Membran erfolgte über Nacht. Nach dem Abbau 
des Blots wurde die Membran ca. 10 Minuten luftgetrocknet. Um eine permanente 
Haftung der DNA an der Nylonmembran zu gewährleisten, wurde diese für 30–60 
Minuten bei 80°C inkubiert, wobei kovalente Bindungen zwischen Oberfläche und 




3.2.5.1 Herstellung der Sonden 
Alle verwendeten oder getesteten Sonden lagen als klonierte Fragmente in Vektoren 
vor. Sie wurden mit einem geeigneten Restriktionsenzym aus dem Vektor 
herausgeschnitten, auf einem Agarosegel aufgetrennt und die entsprechende Bande 
aus dem Gel isoliert (siehe Kap. 3.2.2.4). Die Konzentration des DNA-Fragments 
wurde bestimmt (siehe Kap. 3.2.2.5). 
50 ng dieser DNA wurden auf 42 µl mit Wasser aufgefüllt und in ein Reaktionsgefäß 
des Stratagene Prime-IT RmT Random Primer Labeling Kits überführt. Darin sind 
bereits in entwässerter Form der Reaktionspuffer, die dNTPs und die Random-Primer 
enthalten. Nach dem Lösen der Substanzen wird der Ansatz für 5-10 Minuten in 
kochendem Wasser zum Denaturieren der DNA inkubiert. Nach dem Abkühlen auf 
Eis wurden 5 µl radioaktives dCTP (32P; 3000 Ci/mmol; Amersham, Freiburg) und 3 
µl Magenta Polymerase (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) hinzugefügt. Die 
Markierungsreaktion erfolgte für mindestens 10 Minuten in einem 37°C Wasserbad. 
Anschließend wurde die Sonde über eine Amersham Säule (ProbeQuant G-50 Micro 
Columns) aufgereinigt, indem sie für 2 Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert wurde. 
Zuvor war die Säule am unteren Ende geöffnet worden und in einem 
Eppendorfreaktionsgefäß für eine Minute bei 2500 rpm zentrifugiert worden. Die in 
einem Schraubdeckel-Reaktionsgefäß aufgefangene Sonde wurde anschließend für 
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3.2.5.2 Hybridisierung 
Für die Hybridisierung wurde die Membran in einer Hybridisierungsröhre (Biometra, 
Göttingen) mit 2x SSC befeuchtet. 10 ml Hybridisierungspuffer (Applichem, 
Darmstadt) wurden auf 60°C vorgewärmt, mit 1 ml einzelsträngiger Heringssperma-
DNA (10 mg/ml) versetzt und in die Röhre gegeben. Für mindestens 30 Minuten 
wurde bei 68°C in einem Hybridisierungsofen prehybridisiert. Nach dem Zusetzen 




Nach dem Abgießen der Hybridisierungslösung wurden ungebundene Sonden und 
unspezifische Bindungen durch mehrere aufeinander folgende Waschschritte 
entfernt. Dazu wurde eine Lösung aus 2x SSC; 0,1% SDS auf 60°C erwärmt und zur 
Membran in die Hybridisierungsröhre gegeben. Dieser erste Waschschritt wurde im 
Hybridisierungsofen bei 68°C für 20 Minuten ausgeführt. Nach dem Verwerfen der 
Waschlösung wurde diese durch eine stringentere 0,1x SSC; 0,1% SDS-Lösung (auf 
60°C vorgewärmt) ersetzt und es wurde unter denselben Bedingungen gewaschen. 
Der dritte Waschschritt erfolgte ebenfalls mit 0,1x SSC; 0,1% SDS, allerdings wurde 
er bei Raumtemperatur in einer Schale ausgeführt. Die Membran wurde dabei für ca. 




Nach dem Waschen wurde die Membran in Folie eingeschlagen und in eine 
Expositionskassette mit Verstärkerfolie gelegt. In der Dunkelkammer wurde ein 
Röntgenfilm (XomatAR; Kodak, Rochester NY) aufgelegt und je nach 
Strahlungsintensität bis zu mehreren Tagen bei -70°C exponiert. 
 
 
3.2.5.5 Regeneration hybridisierter Membranen 
Sollte eine Membran einer erneuten Hybridisierung zugeführt werden, mußte die alte 
Sonde zuvor entfernt werden. Dazu wurde eine 0,1%ige (w/v) SDS-Lösung 
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aufgekocht und in eine Schale gegossen. In der nicht mehr kochenden Lösung 
wurde die Membran geschüttelt bis das SDS Raumtemperatur erreichte. Mit einem 
Handmonitor wurde die verbliebene Restaktivität gemessen. Lag diese unter 20 
Zähleinheiten pro Sekunde wurde die Membran für die erneute Hybridisierung 
verwendet, ansonsten wurde der Vorgang ein zweites Mal wiederholt. 
 
 
3.2.6 In situ-Hybridisierung 
Die in situ-Hybridisierung ist eine Methode, mit der es möglich ist, die Expression von 
Genen bestimmten Regionen und Zelltypen zuzuordnen, indem bestimmte 
Nukleinsäuresequenzen in Geweben oder Zellen bzw. ganze Chromosomen 
dargestellt werden. Dabei werden nicht wie beispielsweise im Southernblot die 
Hybridisierungssignale auf festen Trägern erzeugt, sondern direkt im biologischen 
Präparat (in situ). 
Als Sonden können spezifische DNA- oder RNA-Sequenzen verwendet werden, die 
homolog zur Zielsequenz sind. Sie sollten eine Länge von ca. 100-300 bp aufweisen. 
Zu kurze Sonden bilden keine stabilen Hybride, zu lange Sonden (insbesondere 
solche, die über 1 kb sind) können nur schwer ins Gewebe eindringen. Sie werden 
entweder radioaktiv (z.B. 35S) oder nicht radioaktiv (z.B. durch den Einbau von 
Fluorescein- oder Digoxygenin-gekoppelten Nukleotiden) markiert. Im letzteren Fall 
kann der Nachweis der Hybridisierungsstellen über spezifische Antikörper erfolgen. 
In dieser Arbeit wurden ausschließlich ssRNA-Sonden (Ribosonden) verwendet, die 
den Vorteil haben, daß sie frei von Vektorsequenz sind. Außerdem weisen 
RNA:RNA-Hybride eine sehr hohe Stabilität auf. Für die Markierung wurde 
Fluorescein-11-UTP (Roche, Mannheim) verwendet, das mit einem spezifischen, mit 
alkalischer Phosphatase gekoppelten Antikörper nachgewiesen wurde. Als Substrat 
diente BCIP/NBT (5-Bromo-4-Chloro-3-Indorylphosphat/Nitroblautetrazolium), das zu 
einem blauen Präzipitat umgesetzt wird. 
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3.2.6.1 Paraffineinbettung von Gewebe 
Unmittelbar nach der Gewebeentnahme wurden die Organe zur Fixierung in eine 
frisch angesetzte 3%ige Paraformaldehydlösung in PBS eingelegt. Die Lösung wurde 
nach ca. 2 Stunden erneuert. Fixiert wurde über Nacht bei Raumtemperatur. 
Zur Entfernung des Formalins wurde das Gewebe 2 mal eine Stunde in PBS 
gewaschen und anschließend zur Dehydrierung in eine aufsteigende 
Isopropanolreihe (70%, 80%, 90%, 2x 100% für je mindestens 2 Stunden) überführt. 
Der Übergang zum Paraffin erfolgte über eine Inkubation für 4 Stunden in einem 
50:50 Isopropanol-Paraffin-Gemisch bei 60°C. Danach folgte reines Paraffin für 




3.2.6.2 Herstellung der Ribosonden 
3.2.6.2.1 Klonierung von DNA-Sequenzen 
Um eine hohe Spezifität der Sonden zu erzielen, ist es notwendig, Abschnitte aus der 
nachzuweisenden transkribierten Gensequenz mit möglichst geringen repetitiven 
Elementen zu klonieren. Außerdem sollten diese Abschnitte keine Homologien zu 
anderen Gentransskripten aufweisen. 
In dieser Arbeit wurde zunächst das gesamte erste Exon des Neuregulin1 verwendet. 
Um eine Transkription der DNA-Sequenz in RNA zu ermöglichen, muß sie in einen 
Vektor kloniert werden, der flankierend zur MCS (multiple clonig site) Startsequenzen 
für die T7 und T3 bzw. SP6 RNA-Polymerasen besitzt. Hier wurde der pCR4-TOPO 
Vektor (Invitrogen) benutzt, der eine T7 und eine T3 Bindungsstelle enthält. 
Bei der Klonierung wurde vorgegangen wie unter 3.2.8.4 beschrieben. 
Nachdem ein positiver Klon über Kolonie-PCR [3.2.7.1.3] bzw. Restriktionsspaltung 




3.2.6.2.2 In vitro-Transkription 
Die präparierte Plasmid-DNA wurde für die Herstellung der Sonden linearisiert. Dies 
ist notwendig, damit sich die RNA-Polymerase nach der Transkription wieder vom 
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DNA-Strang lösen kann. Aus diesem Grund wird eine Restriktionsschnittstelle 
gewählt, die direkt hinter dem klonierten Fragment (in Transkriptionsrichtung) liegt 
und die nur einmal im Vektor vorkommt. 
Nach der DNA-Spaltung wurde die DNA wie unter 3.2.8.1 beschrieben, aufgereinigt. 
Die Konzentration betrug dann ca. 1 µg/µl. 
 
Für den Ablauf der in vitro-Transkription wurde folgender Ansatz zusammengestellt: 
 11 µl Wasser (nukleasefrei) 
 2 µl 10x Transkriptionspuffer 
 1 µl 10 mM ATP 
 1 µl 10 mM CTP 
 1 µl 10 mM GTP 
 0,6 µl 10 mM UTP 
 0,4 µl 10 mM Fluorescein-11-UTP 
 1 µl linearisierte Plasmid-DNA (1 µg) 
 2 µl T7 bzw. T3 RNA-Polymerase + RNase Inhibitor 
Der Reaktionsmix wurde für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurde 1 µl 
DNaseI zugesetzt und der Ansatz für weitere 15 Minuten bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Sonden im Agarosegel aufgetrennt, ihre Größe kontrolliert 




Die Gelkammern und -kämme wurden zunächst mit einer 3%igen 
Wasserstoffperoxidlösung für 30 Minuten behandelt, um sie von RNasen zu befreien. 
Für die Auftrennung der RNA-Sonden wurden denaturierende 2%ige Agarosegele in 
MOPS-Puffer (0,2 M 3-N-Morpholino-Propansulfonsäure pH 7,0, 50 mM 
Natriumacetat, 10 mM EDTA pH 7,0) verwendet, die 5% Formaldehyd enthielten. 2 µl 
der Sonden wurden mit 5 µl RNA-Probenpuffer (50% Formamid, 10% 10x MOPS, 
0,45% Formaldehyd, 7% Glycerin, 0,5% Bromphenolblau) vermischt und für 15 
Minuten auf 65°C erhitzt. Anschließend wurden sie in Eis abgekühlt und neben 
einem RNA-Längenstandard (RNA Ladder, Low Range; MBI Fermentas) auf ein Gel 
aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in einem Ethidiumbromidbad 
gefärbt und fotografiert. 
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3.2.7 Enzymatische Reaktionen mit DNA 
3.2.7.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Die PCR (Polymerase Chain Reaktion; Saiki et al., 1985, 1988) ist eine ideale 
Methode, um DNA-Abschnitte selektiv zu vervielfältigen. Als Voraussetzung benötigt 
man jedoch einige Informationen über die flankierenden Sequenzen des zu 
amplifizierenden DNA-Bereiches. Für diese Sequenzen werden Oligonukleotid-
Primer synthetisiert, so daß sie in gegenläufiger Richtung an den komplementären 
DNA-Strängen binden können und die Ziel-DNA einrahmen. Nach einer Hitze-
Denaturierung synthetisiert dann eine DNA-Polymerase in einer 
Primerverlängerungsreaktion komplementäre Stränge an die DNA-Matritzen. 
Dieser Vorgang (Denaturierung, Hybridisierung der Primer, Primerverlängerung) wird 
bis zu 35 mal wiederholt. Auf diese Weise steigt die Anzahl der Kopien exponentiell 
an. 
Eine hitzestabile DNA-Polymerase erlaubt ein einfaches und schnelles Arbeiten, da 
sie bei den hohen Schmelztemperaturen nicht denaturiert. Verwendung findet in aller 
Regel die Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus. Ihr Temperaturoptimum liegt bei 
72°C. Sollen Amplifikate von mehr als 3kb erzeugt werden, oder wird eine hohe 
Qualität des Amplikons (z.B. für Expressionsstudien) benötigt, empfiehlt sich die 
Verwendung einer Kombination von Taq- und Pwo-Polymerase. Letztere besitzt eine 
3’-5’ – Exonukleaseaktivität und damit eine Korrekturlesefähigkeit. 
Für die in dieser Arbeit angewendeten PCR-Methoden wurden verschiedene 
Thermocycler z.B. ‚Mastercycler gradient‘ (Eppendorf) oder ‚Trio-Thermoblock‘ 
(Biometra) verwendet. 
Für eine Auswertung der PCR-Ergebnisse wurden nach den Reaktionen jeweils 5-10 





Damit die beiden Oligonukleotid-Primer an der denaturierten DNA-Matritze binden 
können, muß die entsprechende Anlagerungstemperatur berechnet werden. Dabei 
verfährt man meist nach der „2 + 4-Regel“. Mit dieser errechnet sich die 
Schmelztemperatur der Primer wie folgt: für das Aufbrechen der beiden 
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Wasserstoffbrücken einer A/T-Verbindung werden 2°C und das Aufbrechen der drei 
Wasserstoffbrücken einer G/C-Verbindung 4°C benötigt. Diese Temperaturwerte 
werden mit der Anzahl der jeweiligen Basenpaare multipliziert und dann addiert. Um 
spezifische PCR-Amplifikate zu erhalten, sollte die Schmelztemperatur der Primer 
möglichst hoch, d.h. über 60°C liegen. Die Anlagerungstemperatur wird dann ca. 2-
3°C tiefer gewählt. 
Nachfolgend ist ein PCR-Standard-Programm aufgeführt: 
 
Tabelle 3.2.7-1: PCR - Standardprogramm 
Reaktion Temperatur [°C] Zeitdauer [min]  
initiale Denaturierung 92 4  
Denaturierung 92 1  
Anlagerung primerspezifisch 1 35 Zyklen 
Elongation 72 1  
finale Elongation 72 5  
Anmerkung: Für die Elongation wurde je kb des Amplifikats eine Minute veranschlagt. 
 
 
Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes variierte mit der Verwendung von Taq-
Polymerasen unterschiedlicher Anbieter. Nachfolgend ist beispielhaft die 
Zusammensetzung für einen 20 µl Ansatz unter der Verwendung des QIAGEN 
Mastermix aufgeführt. 
 
Tabelle 3.2.7-2: Zusammensetzung eines 20 µl-PCR-Ansatzes  
Bestandteile Ausgangskonzentration Einsatz [µl] 
Mastermix  10 
upstream-Primer 50 pmol 0,4 
downstream-Primer 50 pmol 0,4 
Wasser  8,2 
DNA-Template 10 – 100 ng/µl 1 
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3.2.7.1.2 Gradienten-PCR 
Für manche Reaktionen erweist es sich als sinnvoll, unterschiedliche 
Anlagerungstemperaturen für ein Primerpaar zu testen. Dafür besitzt z.B. der 
‚Mastercycler gradient‘ der Firma Eppendorf eine Zusatzfunktion, mit der es möglich 
ist, in einer PCR verschiedene Anlagerungstemperaturen mit einer Spanne von 20°C 





Die Kolonie-PCR ist eine Methode, mit der eine schnelle Analyse rekombinanter 
Bakterien oder Hefen möglich ist. 
Dazu wurde ein PCR-Ansatz wie bei einer Standard-PCR zusammengestellt. Als 
Template diente die zu untersuchende Bakterien- oder Hefekolonie, die mit einer 
Pipettenspitze vorsichtig auf der Platte angepickt und in den PCR-Ansatz unter 
leichten Drehungen abgestreift wurde. Die Parameter der PCR wurden gegenüber 




Mit Hilfe der PCR ist es möglich, mühelos und äußerst effektiv Deletionen, 
Insertionen oder Substitutionsmutationen zu erzeugen. 
Eine einfache Möglichkeit Substitutionsmutationen zu generieren, besteht z.B. bei 
der Konstruktion der Primer. Wird hier die Basenabfolge abweichend von der DNA-
Matritze gestaltet, dann muß diese Veränderung im Rahmen der PCR mitvervielfältigt 
werden. Diese gezielte Mutation wird ein fester Bestandteil des Amplifikats. Auf diese 
Weise ist es möglich, z.B. Schnittstellen für Restriktionsenzyme zu generieren. 
Damit die modifizierten Primer trotzdem an der DNA-Matritze banden, wurden sie 
länger als die für eine Standard-PCR gewählt. Außerdem wurde ihre Annealing-
Temperatur 4-5°C tiefer als die berechnete Schmelztemperatur gesetzt. Die 
Basensubstitution wurde in den 5‘-Bereich des Primers gelegt. Die Effektivität der 
PCR wurde dadurch nicht beeinträchtigt, da die Spezifität der Primer auf ihrer zur 
Matritze komplementären 3‘-Enden beruht.  
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3.2.7.2 Restriktionsspaltung von DNA 
Je nach Menge der zu spaltenden DNA wurde das Gesamtvolumen des 
Restriktionsansatzes bestimmt. Dabei wurde 1 µg DNA in einem 10 µl Ansatz 
verdaut. Restriktionsenzyme werden in glycerinhaltigen Puffern gelagert. Das 
eingesetzte Volumen beträgt maximal 1/10 des gesamten Restriktionsansatzes. Die 
Enzymaktivität wird in Einheiten (units) angegeben, wobei eine Einheit der 
Enzymmenge entspricht, die in einer Stunde 1 µg DNA bei 37°C verdaut. Die Menge 
des einzusetzenden Enzyms richtete sich nach dem DNA-Gehalt des 
Restriktionsansatzes. 
Jedes Restriktionsenzym benötigt für seine Aktivität einen spezifischen 
Reaktionspuffer. In der Regel handelt es sich dabei um einen 10-fach Puffer, so daß 
sein Volumen 1/10 des Gesamtansatzes betrug. 
Zunächst wurde die Menge Wasser in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß vorgelegt, die 
für das errechnete Volumen nötig war. Dann wurden Puffer, DNA und Enzym(e) 
hinzugefügt. Sollte DNA mit zwei Enzymen gleichzeitig verdaut werden, wurde der 





3.2.8.1 Aufreinigung der DNA 
Für Ligationen oder Transformationen muß die verwendete DNA aufgereinigt 
werden. Dabei sollen die im Reaktionsansatz vorhandenen Enzyme und Salze 
beseitigt werden. 
Hierfür wurde zunächst eine Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol Extraktion 
durchgeführt. Dazu wurde dem DNA-Ansatz ein Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-
Gemisch (25:24:1) in einer volumengleichen Menge zugesetzt. Das Reaktionsgefäß 
wurde vorsichtig invertiert und 2 Minuten bei Raumtemperatur in einer 
Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Die daraufhin entstandene obere 
wässrige Phase wurde anschließend einer Ethanol-Fällung zugeführt. 
Bestand keine Notwendigkeit, Enzyme aus dem DNA-Ansatz zu entfernen, konnte 
auf die Phenol-Extraktion verzichtet werden, und es erfolgten nur die im Weiteren 
beschriebenen Arbeitsschritte. 
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Zur DNA-Lösung wurde 1/10 des Volumens 3 M Natriumacetat und das 2,5fache 
Volumen an 100% Ethanol gegeben und invertiert. Nach dem Ausfallen der DNA 
wurde die Probe für 15 Minuten zentrifugiert und das Pellet in 70%igem Ethanol 





Soll ein Restriktionsfragment über nur eine Schnittstelle in einen Vektor eingefügt 
werden, ist die Effizienz dieser Klonierung nur sehr gering, wenn nicht zuvor der 
Vektor mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase dephosphoryliert wird. Auf diese Weise 
kann verhindert werden, daß der Vektor durch die kompatiblen Enden religiert. 
In dieser Arbeit wurde SAP (shrimp alkaline phosphatase; Upstate Biotechnology) 
verwendet. Dieses Enzym ist in allen gängigen Restriktionspuffern aktiv, deshalb 
konnte auf eine Aufreinigung des Vektors aus dem Restriktionsansatz verzichtet 
werden. Ein 50 µl Ansatz mit ca. 5-10 µg gespaltener Vektor-DNA wurde dabei mit 1 
unit SAP für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Enzyme wurden anschließend bei 




Für die Ligationen wurde die T4 DNA-Ligase verwendet. Im Wesentlichen wurden die 
Anleitungen der Produktbeschreibung eingehalten. Die Gesamtmenge DNA betrug 
ca. 100 ng, die in einem Ansatzvolumen von 20 µl ligiert wurde. Das molare 
Verhältnis von Insert zu Vektor betrug 3:1, bei manchen Ansätzen bis 5:1. Als 
Reaktionspuffer wurde ein 5x Puffer eingesetzt, von dem 4 µl für eine Standard-
Reaktion verwendet wurden. Von der Ligase wurden 0,1 units eingesetzt. Um das 
Gesamtansatzvolumen zu erreichen, wurde mit Wasser aufgefüllt. 
Die Reaktionszeit ist von der Temperatur abhängig. In der Regel erfolgte die Ligation 
kohäsiver DNA-Enden bei 23-26°C innerhalb einer Stunde. Der Ligationsansatz 
wurde alternativ auch bei 16°C über Nacht inkubiert. 
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3.2.8.4 Klonierung von PCR-Produkten 
Für das Klonieren von PCR-Produkten wurde das TOPO-Cloning Kit (Invitrogen) 
verwendet. Hierbei wird die terminale Transferaseaktivität der Taq-Polymerase 
genutzt, welche unabhängig von der DNA-Matritze ein Desoxyadenosin an das 3’-
Ende des Amplikons anhängt. Der linearisierte TOPO-Vektor besitzt entsprechend 
Desoxythymidinüberhänge, so daß eine Ligation über „klebrige Enden“ erfolgen kann 
(Mead et al., 1991). Zusätzlich wird bei dieser Methode der Klonierung die 
gewöhnliche T4 DNA-Ligase durch eine DNA-Topoisomerase ersetzt (Shuman, 
1994). Diese ist an den Enden des Vektors kovalent gebunden und kann die 
Ligationszeit erheblich verkürzen. 
 
Für den Ansatz wurden folgende Komponenten verwendet: 
0,5-4 µl PCR Produkt 
1 µl Salz Lösung (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl2) 
1 µl TOPO Vektor 
Die TOPO-Reaktion wurde mit Wasser auf 6 µl aufgefüllt und für 5-30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 2 µl des Ansatzes zu den 
mitgelieferten, auf Eis aufgetauten chemokompetenten Zellen gegeben, vorsichtig 
verrührt und für 5-30 Minuten auf Eis gelagert. Danach erfolgte ein Hitzeschock für 
30 Sekunden bei 42°C im Wasserbad. Zu den Bakterien wurden 250 µl SOC-Medium 
mit Raumtemperatur gegeben, bevor sie für eine Stunde bei 37°C geschüttelt 
wurden. 50-150 µl der Suspension wurde auf vorgewärmte LB-Amp Platten mit X-Gal 




3.2.9  Das Yeast Two-Hybrid System 
Das Gal4-Protein ist ein Transkriptionsfaktor in Hefen, der normalerweise die 
Transkription von Genen des Galaktose-Metabolismus kontrolliert. In einem auf Gal4 
basierenden Yeast Two-Hybrid System wird ein „Köder“(bait)-Protein mit der Gal4-
DNA-Bindedomäne (DNA-BD) fusioniert, während ein anderes Protein in Fusion mit 
der Gal4-Aktivierungsdomäne (AD) vorliegt. Im Fall einer Interaktion der beiden 
Proteine werden DNA-BD und AD in räumliche Nähe zueinander gebracht und 
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können an einer „upstream activating sequence“ (UAS) binden, so daß sie die 
Transkription von vier Reportergenen initiieren können. Als Folge verändert sich der 
Phänotyp des verwendeten Hefestammes. Obwohl die DNA-BD allein an der UAS 
binden kann, ist es nicht möglich, daß dadurch die Transkription aktiviert wird, dafür 
bedarf es erst der Gal4-AD (Clontech, Pretransformed Matchmaker Libraries; siehe 
Abbildung 3-2). 
Als Reportergene werden in den Hefetsämmen AH109 und Y187, die für das Mating 
benutzt wurden, ADE2, HIS3, lacZ und MEL1 verwendet. LacZ und MEL1 codieren 










Abbildung 3-2: Das Two-Hybrid-Prinzip (nach Clontech, Pretransformed Matchmaker Libraries) 
Durch eine Interaktion zwischen “Köder”- und “Bibliotheks”-Protein kann der Gal4-Transkriptionsfaktor 
(bestehend aus DNA-BD und AD) an der „upstream activating sequence“ (UAS) binden und dadurch 
die Transkription der Reportergene (ADE2, HIS3, lacZ, MEL1) initiieren. 
 
 
Für das Auffinden von Interaktionspartnern der Kringle Domäne des NRG1 wurde 
eine prätransformierte MATCHMAKER Bibliothek (Clontech, Heidelberg) verwendet. 
Es handelte sich dabei um klonierte cDNAs aus Maushirnen, die in den Hefestamm 





Bevor die einzelnen Hefestämme für die jeweiligen Versuche eingesetzt wurden, 
wurde eine Kontrolle ihrer Phänotypen vorgenommen. Dazu wurden die Stämme 
AH109, AH109[pGBKT7-53], Y187[pTD1-1] und ein diploider Kontrollstamm auf SD-
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Vor dem Screening der cDNA-Bibliothek wurde ein Mating der mitgelieferten 
Kontrollstämme AH109[pGBKT7-53] und Y187[pTD1-1] durchgeführt. pGBKT7-53 
codiert die GAL4 DNA-Bindedomäne (BD), die mit dem murinen p53 fusioniert ist. 
pTD1-1 codiert die GAL4 DNA-Aktivierungsdomäne, die mit dem SV40 T-Antigen 
fusioniert ist. Die beiden Proteine sind bekannt dafür, im Yeast Two-Hybrid Assay zu 
interagieren (Li & Fields, 1993; Iwabuchi et al, 1993). 
Für das Kontrollmating wurde von jedem Hefestamm eine große, frische Kolonie 
gepickt und in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß mit 0,5 ml 2x YPDA überführt. 
Um die Zellen komplett zu resuspendieren, wurden sie für eine Minute gevortext. Um 
die Mating-Effizienz bestimmen zu können, wurden auf dieselbe Weise Kulturen von 
den Einzelstämmen angelegt. Nach einer Inkubation bei 30°C mit 200 rpm über 
Nacht wurden 100 µl Aliquots einer 1:10 und 1:100 Verdünnung mit 0,5x YPDA der 
Mating-Kultur auf folgende Selektionsplatten ausgebracht: SD/-Leu/-Trp; SD/-His/-
Leu/-Trp; SD/-Ade/-Leu/-Trp und SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (für die Berechnung der 
Effizienz auch auf SD/-Leu oder SD/-Trp). 100 µl Aliquots einer 1:100 und 1:1000 
Verdünnung der Kontrollkulturen wurden auf SD/-Leu und SD/-Trp ausplattiert. 
Die Platten wurden bei 30°C für 3-5 Tage inkubiert. Die diploiden Zellkolonien 
wurden ausgezählt und die Mating-Effizienz berechnet. 
 
 
3.2.9.2 Konstruktion und Testen des „Köder“-Plasmids 
3.2.9.2.1 Konstruktion des „Köder“-Plasmids 
Für die Konstruktion des „Köder“-Plasmids wurde zunächst die gewünschte 
Sequenz, das Kringle-Exon des Neuregulin1-Gens, mittels PCR amplifiziert und mit 
Hilfe des TOPO-Kits in den pCR4-Vektor kloniert. Über die Schnittstellen EcoRI und 
PstI wurde sie ausgeschnitten und gerichtet in pGBT9 ligiert. Die Qualität der 
Amplifikation und der Klonierung wurden mittels Sequenzierung überprüft. Bei der 
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Herstellung des Plasmids wurde darauf geachtet, daß das Leseraster bei der 
Klonierung erhalten blieb. 
 
 
3.2.9.2.2 Transformation von Hefen 
Eine Kultur des zu transformierenden Hefestammes wurde über Nacht angezogen. 1 
ml dieser Kultur wurde bei 6000 rpm 3 Minuten in einer Tischzentrifuge zentrifugiert 
und der Überstand vollständig entfernt. Die Zellen wurden mit sterilem Wasser 
gewaschen und erneut pelletiert. Nach dem Resuspendieren in 10 µl einzelsträngiger 
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) wurden 5 µl Plasmid-DNA (ca. 1-5 µg) und 100 µl 
Transformationspuffer zugesetzt. Danach erfolgte ein Hitzeschock für 45 Minuten bei 
45°C. Die transformierten Hefen wurden auf Selektionsplatten ausgebracht und für 
ca. 2-3 Tage bei 30°C inkubiert. 
 
Transformationspuffer (Angaben beziehen sich auf einen 2 ml-Ansatz): 
1,3 ml 60% PEG 
0,4 ml 1 M Liciumacetat 




Um eine eventuelle Toxizität des „Köder“-Proteins im Trägerstamm zu testen, wurde 
die Wachstumsrate zwischen Zellen, die mit dem „Köder“-Vektor transformiert waren 
und solchen, die ein leeres DNA-BD Plasmid trugen, in Flüssigkultur verglichen. Ein 
deutlich langsameres Wachstum des „Köder“-Stammes, wäre ein Zeichen für eine 
toxische Wirkung gewesen. 
 
 
3.2.9.2.4 Kontrolle auf Transkriptionsaktivität 
Bevor das „Köder“-Plasmid für das Screening der cDNA-Bibliothek verwendet 
werden konnte, mußte die Transkriptionsaktivität des „Köder“-Proteins überprüft 
werden. Eine Transkription der Reportergene darf erst im Fall einer Interaktion 
erfolgen, nicht autonom durch das „Köder“-Protein. Deshalb wurde der Trägerstamm 
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AH109[pGBT9-Kringle] auf folgenden Selektionsplatten ausgestrichen: SD/-His/-Trp 
und SD/-Ade/-Trp. Sie wurden für ca. 5 Tage bei 30°C inkubiert und anschließend 
das Wachstum kontrolliert. Außerdem wurde ein -Gal-Test durchgeführt. Bei diesen 
Versuchen wurden stets eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgeführt. 
 
 
3.2.9.2.5 3-AT Test 
Hefen des Stammes AH109 zeigen eine grundlegende schwache HIS3-Expression, 
die auf den Aufbau des Promotors zurückzuführen ist. Durch die Zugabe von 3-AT 
(3-Amino-1,2,4-triazol) zum Medium, einem kompetetiven Inhibitor des HIS3 Proteins 
in Hefen, läßt sich ein Hintergrundwachstum auf SD-Medium ohne Histidin 
unterbinden. 
Um die optimale 3-AT-Konzentration zu ermitteln, wurde der mit dem „Köder“-
Plasmid transformierte AH109 Stamm auf SD/-Trp/-His Platten ausgebracht, die eine 
unterschiedliche Menge an 3-AT enthielten. Es wurde die Konzentration gewählt, bei 




3.2.9.3 Screening einer prätransformierten Bibliothek mittels Hefe-Mating 
3.2.9.3.1 Hefe-Mating 
Eine große, frische Kolonie des „Köder“-Stammes AH109[pGBT9-Kringle] wurde in 
50 ml SD/-Trp bei 30°C und ca. 250 rpm über Nacht (16-24 Stunden) angezogen. 
Am nächsten Tag wurde die OD600 bestimmt, die über 0,8 liegen sollte. Die Zellen 
wurden bei 1000x g für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das 
Pellet wurde im Rückfluß (ca. 5 ml) resuspendiert. 
Ein Aliquot der gefrorenen Bibliothekskultur wurde im Wasserbad auf 
Raumtemperatur erwärmt und vorsichtig gemixt. 10 µl der Kultur wurden in ein 
separates Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und auf Eis bis zur späteren 
Titerbestimmung gelagert. Beide Hefekulturen wurden in einem sterilen 5l-
Erlenmeyerkolben vereint und 45 ml 2x YPDA/Kan hinzugefügt. Dieser Mating-
Ansatz wurde über Nacht (20-24 Stunden) bei 30°C mit max. 50 rpm vorsichtig 
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geschüttelt. Höhere Geschwindigkeiten hätten die Mating-Effizienz drastisch 
reduziert. 
Zum Abzentrifugieren bei 1000x g für 10 Minuten wurde der Ansatz in ein 50 ml 
Greiner-Röhrchen überführt. Der Erlenmeyerkolben wurde 2 mal mit 2x YPDA/Kan 
(je ca. 25 ml) gereinigt und dieses Medium zum Resuspendieren des Hefepellets 
verwendet. Die Zellen wurden ein weiteres Mal bei 1000x g für 10 Minuten 
zentrifugiert und anschließend in 10 ml 0,5x YPDA/Kan resuspendiert. Die 
Gesamtmenge an Zellen und Medium wurden gemessen.  
Der Mating-Ansatz wurde wie folgt ausplattiert: 100 µl einer 1:10.000, 1:1.000, 1:100 
und 1:10 Verdünnung wurden auf SD/-Leu, SD/-Trp und SD/-Leu/-Trp für die 
Bestimmung der Mating-Effinzienz ausgebracht. Die verbleibenden Zellen wurden in 
200 µl Aliquots auf 150 mm Platten ausplattiert. Es empfahl sich, die eine Hälfte des 
Ansatzes auf ein stringenteres Selektionsmedium, SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (QDO), 
und die andere Hälfte auf ein weniger stringentes Selektionsmedium, SD/-His/-Leu/-
Trp (TDO), auszuplattieren. 
Die Platten wurden bei 30°C inkubiert. Nach 8 Tagen wurden die Kolonien auf dem 
TDO Medium, nach 21 Tagen die Kolonien auf dem QDO Medium gezählt. 
 
 
3.2.9.3.2 Berechnung des Bibliothek-Titers, der Mating-Effizienz und der Anzahl der 
getesteten Klone 
Durch das Auszählen der Kolonien auf den SD/-Leu, SD/-Trp und SD/-Leu/-Trp 
Platten konnte die Mating-Effizienz und die Anzahl der getesteten Klone berechnet 
werden. Dafür wurden die Platten verwendet, auf denen zwischen 30 und 300 
Kolonien wuchsen. Die Berechnungen erfolgten nach den Angaben der 
MATCHMAKER Nutzungsanleitung der Firma Clontech. 
 
 
3.2.9.4 Analyse und Verifikation der potentiell positiven Klone 
3.2.9.4.1 β-Gal-Test 
Um zu verifizieren, ob es sich bei den gefischten Klonen, um tatsächlich positive 
Klone handelte, wurde die Transkription eines weiteren Reportergens, lacZ, 
überprüft. 
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Dafür wurden die diploiden Kolonien auf SD/-Leu/-Trp Platten ausgestrichen und für 
ca. 1-2 Tage bei 30°C inkubiert. Steriles 3 mm Whatman-Papier wurde auf eine 
frische SD/-Leu/-Trp Platte gepreßt, bis es feucht war. Anschließend wurden die 
angezogenen Hefekolonien mit einem sterilen Zahnstocher darauf gestrichen und 
einem dreimaligen Einfrier-/ Auftauzyklus in flüssigem Stickstoff unterzogen. Danach 
wurde der Filter in eine Petrischale mit 2,5 ml Z-Puffer + X-Gal für maximal 24 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
Bei einer positiven Interaktion sollte in dieser Zeit die Transkriptionsaktivität durch 
eine Blaufärbung angezeigt werden. 
 
Z-Puffer: Z-Puffer + X-Gal: 
16,1 g/l Na2HPO4 x 7 H2O 100 ml Z-Puffer 
5,5 g/l NaH2PO4 x H2O 0,27 ml β-Mercaptoethanol 
0,75 g/l KCl 1,67 ml X-Gal (20 mg/ml) 





3.2.9.4.2 Plasmidisolation aus Hefen 
1 ml einer über Nacht Kultur wurde für 30 Sekunden zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Das Pellet wurde in 200 µl Puffer (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM 
NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA) resuspendiert. Dann wurden 200 µl 0,25-
0,5 mm Glasperlen (Roth, Karlsruhe) zugegeben, die zuvor in konzentrierter HCl 
gewaschen und solange mit Wasser gespült worden waren, bis der pH-Wert 7 
erreicht war. 200 µl Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) wurden zugesetzt. 
Die Suspension wurde 2 Minuten gevortext und anschließend für 5 Minuten 
zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die 
DNA-Fällung erfolgte mit Natriumacetat und Ethanol. Die erhaltene Plasmid-DNA 
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3.2.9.4.3 Transformation des Bibliothek-Plasmids in E. coli 
3.2.9.4.3.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli 
35 ml einer Kultur JQ101 mit einer OD600 von 0,5-0,6 wurde für ca. 30 Minuten auf 
Eis gekühlt und anschließend 6 Minuten bei 6000 rpm in einer Tischzentrifuge bei 
0°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml 100 mM CaCl2 gelöst und die 
Suspension für 20 Minuten auf Eis gelagert. Die Zellen wurden nach einer weiteren 
Zentrifugation in 1,7 ml 100 mM CaCl2 resuspendiert und in Aliquots von 70-100 µl 




3.2.9.4.3.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli 
Zu einem Ansatz von ca. 70-100 µl chemisch kompetenter Zellen wurden 5 µl 
Plasmid-DNA aus Hefe gegeben. Dieses Gemisch wurde für 30-60 Minuten auf Eis 
gelagert und anschließend für 90 Sekunden einem Hitzeschock von 42°C 
ausgesetzt. Die Zellen wurden danach sofort mit 500 µl SOC-Medium bei 37°C für 
45-60 Minuten geschüttelt. Ausplattiert wurde der gesamte Ansatz auf M9-Medium 




3.2.10.1 Bestrahlung von Feeder-Zellen 
Durch Bestrahlung mit γ-Strahlen verlieren Fibroblasten ihre Teilungsfähigkeit. In 
diesem Zustand können sie in ES-Zellkulturen als Feeder-Zellen verwendet werden. 
Fibroblasten wurden ausgesät und so oft expandiert bis ca. 40 Zellkulturschalen (Ø 
150 mm) konfluent bewachsen waren. Nachdem sie trypsinisiert und abzentrifugiert 
waren, wurden die Zellen in 8ml Feeder-Medium aufgenommen und resuspendiert. 
Im St.-Franziskus-Hospital, Bielefeld, Abteilung für Radiologie wurden sie mit γ-
Strahlen bestrahlt. Dazu wurden folgende Bedingungen gewählt: 15 mA, 250 kV und 
2500 rad. Es wurde ein TUII-Filter verwendet. Die Zellen wurden von zwei Seiten 
jeweils 17,5 Minuten bestrahlt. 
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Anschließend wurden 2,2x106 Feeder-Zellen in einem Kryoröhrchen eingefroren. 
Dazu wurden die Zellen in 0,5 ml Medium in einem vorgekühlten Röhrchen vorgelegt 
und dann 0,5 ml 2x Feezingmedium dazugegeben. Nach kurzem Invertieren wurden 
die Feederzellen für einige Stunden bei –20°C eingefroren und danach über Nacht 




3.2.10.2 Auftauen und Aussäen von bestrahlten Feeder-Zellen 
Da das Auftauen von Feeder-Zellen möglichst schnell ablaufen sollte, wurde das 
Kryoröhrchen mit den Zellen im 37°C Wasserbad unter Sichtkontrolle erwärmt. Sofort 
nach dem Auftauen wurden die Zellen in das 3-fache Volumen Complete Medium 
(CM) überführt und 3 Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgesaugt und das Pellet in 6 ml Medium resuspendiert. Auf drei 100 mm 
Zellkulturschalen, auf denen zuvor 8 ml CM vorgelegt worden waren, wurden jeweils 
2 ml der Zellsuspension gegeben. Den Zellen wurde mindestens eine Stunde zum 
Absetzen gelassen, bis auf ihnen ES-Zellen ausgesät wurden. 
 
 
3.2.10.3 Aussäen von ES-Zellen 
Zum Auftauen der ES-Zellen wurde im Wesentlichen wie beim Auftauen der Feeder-
Zellen vorgegangen, nur daß die Zellen eines Kryoröhrchens auf eine 100 mm 
Feeder-Schale ausgesät wurden. Das verwendete CM enthielt zusätzlich 2 U/ml LIF 
(leukaemia inhibitory factor, Chemicon), welches die Zellen in einem 
undifferenziertem Zustand hält. Ein Mediumwechsel wurde täglich vorgenommen. 
Nach 1-2 Tagen wurden die ES-Zellen trypsinisiert und je nach Zelldichte auf ca. 2 
Kulturschalen verteilt. Nach weiteren 1-2 Tagen wurden die Zellen für die 
Elektroporation verwendet. 
 
3.2.10.4 Vorbereitung des Targeting-Vektors 
Bevor der Targeting-Vektor für die Elektroporation verwendet werden kann, muß er 
zunächst linearisiert werden. Dazu wurden 90 µg Vektor-DNA in 3 
Restriktionsansätzen über Nacht mit dem entsprechenden Enzym gespalten und 
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anschließend auf 65°C erhitzt, um das Enzym zu denaturieren. Danach erfolgte eine 
DNA-Fällung mit 3 M Natriumacetat und 100%igem Ethanol. Das DNA-Pellet wurde 3 
mal mit 70%igem Ethanol gewaschen und unter der Sterilbank getrocknet. In 50 µl 
TE-Puffer wurde die DNA resuspendiert und in einem Agarosegel die Konzentration 
abgeschätzt. Eine Konzentration von mindestens 1 µg/µl wurde angestrebt. 
 
 
3.2.10.5 Elektroporation der ES-Zellen 
Ca. 4 Stunden vor der Einbringung des Targeting-Vektors wurde das Medium der 
ES-Zellen noch einmal gewechselt. Die Kulturschale war dicht mit ES-Zellen 
bewachsen. 
Vor der Elektroporation wurden die Zellen trypsinisiert. Dazu wurde das Medium 
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und 2 ml Trypsin in die Kulturschale 
gegeben. Nach 15 Minuten bei 37°C wurde die enzymatische Reaktion durch die 
Zugabe von 4 ml Complete Medium gestoppt. Die ES-Zellen wurden in ein Greiner-
Röhrchen überführt und bei 1800 rpm für 3 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml CM resuspendiert. Mit einer Neubauer 
Zählkammer konnte danach die Zellzahl bestimmt werden. Für eine Elektroporation 
sollten 1x107 Zellen eingesetzt werden. Die errechnete Zellmenge wurde 
abgenommen und bei 1800 rpm für 3 Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden in 800 
µl PBS resuspendiert und mit 20 µg linearisierter Vektor-DNA gemischt. Die 
Suspension wurde in eine 4 mm Elektroporationsküvette (BioRad, München) 
pipettiert und mit 230 V und 500 µF elektroporiert. Jeweils 200 µl der ES-Zellen 
wurden auf insgesamt 4 mit Feeder-Zellen bewachsenen 100 mm-Schalen pipettiert 
und anschließend bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde täglich gewechselt. 
 
 
3.2.10.6 ES-Zell-Selektion und Picken resistenter Klone 
Am zweiten Tag nach der Elektroporation wurde mit der Selektion der ES-Zellen 
begonnen. Durch die Zugabe von 250 µg/ml G418 zum Medium konnten nur die 
Zellen überleben, die das Neomycin-Gen exprimierten. Beim täglichen 
Medienwechsel wurden die Zellen mit PBS gewaschen, bevor frisches 
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Selektionsmedium aufgefüllt wurde. Zusätzlich wurde dem Medium noch 2 µl LIF/ 
100 mm-Schale zugesetzt. 
Am 5. Tag nach Selektionsbeginn wurden die resistenten Klone gepickt. Dazu wurde 
das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und 15 ml PBS in die Schale 
pipettiert. Mit Hilfe eines Binokulars wurden geeignete ES-Zellklone gesucht. 
Verwendung fanden runde Klone, die klare Zellgrenzen aufwiesen. Abgeflachte 
Klone mit unscharfen Konturen deuteten auf bereits differenzierte Zellen hin und 
wurden nicht gepickt. Eine 20 µl Pipette wurde auf 15 µl eingestellt und mit der 
Pipettenspitze der jeweilige Klon vorsichtig vom Schalenboden gelöst. Mit den 15 µl 
Puffer wurde dann auch der ES-Zellklon in die Spitze gesaugt und in eine 96Well-
Platte transferiert. Nachdem alle Klone gepickt waren, wurden in jedes Well 25 µl 
Trypsin pipettiert. Nach 10 Minuten bei 37°C wurde der Verdau durch die Zugabe 
von 90 µl/Well CM mit LIF gestoppt. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
wurden die Klone in Einzelzellen gelöst und auf eine mit Feeder-Zellen beschichtete 




3.2.10.7 Gelatinisierung von 96Well-Platten 
Für die Beschichtung wurde in jedes Well der Platten 20 µl einer 0,5%igen 
Gelatinelösung pipettiert. Nach ca. 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde die 




3.2.10.8 Splitten der Klone 
Bevor die ES-Zellklone aufgeteilt werden konnten, wurden sie mit 100 µl PBS pro 
Well gewaschen und mit 30 µl Trypsin pro Well bei 37°C für 10-15 Minuten verdaut. 
Danach wurden 100 µl CM mit LIF zugesetzt. Durch mehrmaliges Auf- und 
Abpipettieren wurden die Klone vereinzelt und 55 µl jedes Wells in eine neue Platte 
überführt, auf der zuvor Feeder-Zellen ausgesät worden waren. Diese Platten 
wurden als Masterplatten ca. 2-3 Tage bei 37°C inkubiert. 
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Die restlichen Zellsuspensionen wurden auf gelatinisierte Platten übertragen, die der 
DNA-Präparation dienten. Diese DNA-Platten wurden solange bei 37°C inkubiert, bis 
der Boden dicht bewachsen war (ca. eine Woche). 
 
 
3.2.10.9 Einfrieren von ES-Zellen in 96Well-Platten 
Um ES-Zellen der Masterplatten einzufrieren, wurden sie zunächst mit 100 µl/Well 
PBS gewaschen und mit 25 µl/Well Trypsin behandelt. Nach einer 10minütigen 
Inkubation bei 37°C wurden die Einzelklone durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt 
und die Platten 2-3 Minuten auf Eis vorgekühlt. In jedes Well wurden 75 µl gekühltes 
Einfriermedium (12,5% DMSO; 62,5% FCS in Feeder Medium) pipettiert. Die Platten 
wurden mit Parafilm dicht verschlossen, in Papiertücher gehüllt und 10-30 Minuten 
bei -20°C vorgekühlt. Anschließend wurden die Zellen bei -80°C gelagert. 
 
 
3.2.10.10 DNA-Präparation in 96Well-Platten 
Die konfluent bewachsenen DNA-Platten wurden 2 mal mit 100 µl/Well PBS 
gewaschen. Danach wurde in jedes Well 50 µl Lysispuffer (10 mM Tris, pH 7.5; 10 
mM EDTA; 10 mM NaCl; 0,5% N-Lauroylsarcosin; 1 mg/ml Proteinase K) pipettiert 
und die Platte mit Parafilm verschlossen über Nacht bei 60°C in einer feuchten 
Kammer inkubiert. Danach wurden 100 µl/Well eiskalter Ethanol/ NaCl-Mix (10 ml 
100%iger Ethanol mit 150 µl 5 M NaCl) zugegeben und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde für 5 Minuten bei 3.000 rpm 
zentrifugiert (Centrifuge 5810, Eppendorf) und der Überstand vorsichtig abgegossen. 
Nach einem Waschschritt mit 100 µl/Well 70%igem Ethanol wurde die Platte erneut 
zentrifugiert, der Überstand abgegossen und das Pellet getrocknet. Die pelletierte 
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3.2.10.11 Restriktionsspaltungen in 96Well-Platten 
Zu den DNA-Pellets wurde pro Vertiefung 3,5 µl 10x Reaktionspuffer, 1 µl 
Restriktionsenzym (10-15 U) und 50 µg/ml RNaseA pipettiert und mit aqua bidest auf 
35 µl aufgefüllt. In einer feuchten Kammer wurden die Platten über Nacht beim 
Temperaturoptimum des Restriktionsenzyms inkubiert. 
 
 
3.2.10.12 Analyse der ES-Zellen 
Nach der Restriktion wurden 4 µl Probenpuffer/Well zugesetzt und ca. 30 µl der 
Lösung auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte in der Regel über 
Nacht (ca. 15 Stunden) bei ca. 2-3 V/cm. Danach wurde das Gel gefärbt, fotografiert 
und wie unter 3.2.4 beschrieben, geblottet. Die an der Membran gebundene DNA 





Für die Überprüfung, ob für die neurologische Erkrankung mnd der Maus 
Neuregulin1 als Kandidatengen in Frage kommt, wurden homozygote B6.KB2-
Cln8mnd/MsrJ -Tiere zunächst mit M.m. castaneus-WT-Tieren verpaart (Abbildung 
3-3-A). Die aus dieser Kreuzung resultierenden heterozygoten F1-Tiere wurden mit 
heterozygoten NRG1-KO-Tieren verpaart (Abbildung 3-3-B). Die F2-Nachkommen 
(Abbildung 3-3-C) wurden mittels PCR-Diagnostik auf Vorhandensein des KO-Allels 


























Abbildung 3-3: Verpaarungsschema für den Allelie-Test von mnd und Neuregulin1 
Chromosom 8 des mnd-Mutantenstammes ist in gelb dargestellt, von Mus musculus B6.NDF40 in 
orange und von Mus musculus castaneus in blau. Die mnd-Mutation wird durch einen roten Pfeil der 
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4 Ergebnisse 
4.1 „Gene Targeting“ Experimente zur Herstellung von Knockout-
Mäusen für Neuregulin1-Isoformen 
4.1.1 Ausschaltung der Typ III Neuregulin1-Isoformen 
Charakteristisch für die Typ III Neuregulin1-Isoformen ist die Cysteinreiche Domäne 
(CRD), die durch das 7. NRG1-Exon kodiert wird. Mit einer Deletion dieses Exons 
werden alle NRG1 Typ III-Isoformen ausgeschaltet.  
 
 
4.1.1.1 Konstruktion des CRD-Knockout-Vektors 
Um die Funktion der Typ III Neuregulin1-Isoformen im peripheren Nervensystem 
näher zu untersuchen, wurde ein Targetingvektor zur Ausschaltung der CR-Domäne 
konstruiert. Er wurde nach dem Schema eines Replacementvektors angelegt, wobei 
eine Neomycin-Resistenzkassette durch homologe Rekombination das 7. Exon des 
NRG1 zum Teil ersetzen sollte.  
 
 
4.1.1.1.1 Klonierung des 5’-Arms des CRD-KO-Vektors 
Für die Klonierung der homologen Sequenzen des 5’-flankierenden Bereichs des 
CRD-Exons stand der Vektor pBam13 einer vorangegangenen Arbeit (Krukowski, 
1999) zur Verfügung. Dieser enthält die ersten 408 Basen des CRD-Exons und 2550 
Basen der davon stromaufwärts liegenden Sequenz. Dieses genomische Fragment 
war über die Schnittstellen BamHI und ClaI in die Multiple Cloning Site (MCS) von 






Abbildung 4-1: schematische Darstellung des Vektors pBam13 





SpeI XbaI SalI XhoI 
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4.1.1.1.2 Klonierung der Resistenzkassette 
Für die Klonierung der Resistenzkassette stand der Vektor pTV0 (erhalten von C. 
Birchmeier, MDC, Berlin) zur Verfügung. Dieser enthält sowohl das Gen für die 
Neomycin-Phosphotransferase (neo) als auch das Gen für die Thymidinkinase des 
Herpes simplex Virus (HSVtk). Da auf eine negative Selektion verzichtet werden 
sollte, wurde nur die ca. 1,2 kb große Neo-Kassette über die Schnittstellen ClaI und 
SalI aus dem Vektor geschnitten. Das Fragment wurde über eine Gelaufreinigung 
isoliert und anschließend in den mit ClaI und SalI gespaltenen pBam13 ligiert. Der 
entstandene Vektor pBamNeo25 wurde mittels Restriktion und Sequenzierung 







Abbildung 4-2: schematische Darstellung des Vektors pBamNeo25 
Der Vektor trägt den 5’-Arm des CRD-KO-Vektors und eine Neomycin-Resistenzkassette. Die für die 
Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen sind unterhalb des DNA-Strangs dargestellt. 
 
 
4.1.1.1.3 Klonierung des 3’-Arms des CRD-KO-Vektors  
4.1.1.1.3.1 Sequenzierung des 3’Introns des CRD-Exons mittels Primerwalking 
Für die Analyse der 3’homologen Region standen die BACs 178N23 und 233N24 
(„DOWN TO THE WELL Mouse ES BAC“ Incyte Genomics, Palo Alto, USA) zur 
Verfügung. Mittels „Primerwalking“ ließ sich die Intronsequenz zwischen den Exons 
sieben und acht ermitteln (siehe Anhang). 
Mit Hilfe der Primer SMDF290Arück, Intron1, Intron2 und Intron3 konnten ca. 2,1 kb 
sequenziert werden. Weitere Informationen über die Basenabfolge waren nicht 
erhältlich, da wahrscheinlich auf Grund von Sekundärstrukturen die Sequenzierung 
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4.1.1.1.3.2 PCR-Mutagenese 
Für die Klonierung des 3’ homologen Bereichs in den Vektor pBamNeo25 standen 
nur vier Schnittstellen zur Verfügung: SalI, XhoI, ApaI und KpnI. Da diese 
Restriktionsschnittstellen in der genomischen Sequenz nicht vorhanden waren, 
wurden passende Erkennungssequenzen über PCR-Mutagenese erzeugt. Auf Grund 
der Schnittstellenverteilung in den genomischen Sequenzen und in der 
Resistenzkassette wurden dafür XhoI und KpnI ausgewählt. Die XhoI-Schnittstelle 
wurde in den im CRD-Exon gelegenen 5’-Primer und die KpnI-Schnittstelle in den 3’-
Primer eingefügt. Mit Hilfe dieser Oligonukleotide wurde in der PCR ein ca. 2,2 kb 












Abbildung 4-3: Herstellung des 3’ homologen Arms für den KO-Vektor 
Mittels PCR-Mutagenese wurde ein Amplifikat von 2,2 kb erzeugt, das an seinem 5’-Ende eine XhoI- 




4.1.1.1.3.3 Klonierung des 3’-Bereichs 
Der amplifizierte 3’ homologe Bereich wurde in den Vektor pCR2.1-TOPO kloniert. 
Über eine Restriktionsanalyse wurden die drei erhaltenen Klone getestet. Der Klon 
pCR-Intron1 enthielt das korrekte Insert. 
Da sich 1165 Basen nach der eingefügten XhoI-Schnittstelle eine zweite KpnI-
Schnittstelle befand, war es notwendig, den 3’-Bereich über einen Partialverdau zu 











3’ homologer Arm 
2,2 kb 
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bei 37°C und anschließender Hitzedenaturierung im Agarosegel aufgetrennt und die 
2,2 kb-Bande aus dem Gel isoliert und aufgereinigt. 
Für die Umklonierung wurde der Vektor pBamNeo25 ebenfalls mit den Enzymen 
XhoI und KpnI geschnitten. Dabei wurde eine zweite XhoI-Schnittstelle vor der 
klonierten Neo-Kassette nachgewiesen, die aus dem Vektorrückgrat von pTV0 
stammte. Ein weiterer Partialverdau erwies sich als schwierig, und es wurde an 
dieser Stelle darauf verzichtet. Statt dessen wurde der Vektor über die KpnI- und die 
bereits verwendete SalI-Schnittstelle geöffnet und mit dem 3’ homologen Arm ligiert 
(siehe Abbildung 4-4). Die Ligation des 3’-Bereichs war möglich, da die Überhänge 
der XhoI- und der SalI-Schnittstelle identisch sind. Lediglich eine erneute Restriktion 

















Abbildung 4-4: Klonierung des 3’Arms des CRD-KO-Vektors 
Der ca. 2,2 kb umfassende 3’ homologe Arm wurde über XhoI und KpnI aus pCR-Intron1 
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Von den erhaltenen Klonen der Ligation wurden 25 mittels einer XbaI-Spaltung 
getestet (siehe Abbildung 4-5). Dabei konnten drei Klone identifiziert werden, die den 




Abbildung 4-5: XbaI-Spaltung 
zum Test der Klone des CRD-
Targetingvektors 
Positive Klone (# 9, 18 und 22) 
weisen nach der Restriktion mit 
XbaI vier Fragmente auf: 3,6 kb 
/ 3,0 kb / 1,6 kb / 1,1 kb. 
 
 
Diese drei Klone wurden durch weitere Restriktionen charakterisiert. Alle Spaltungen 
belegten, daß sowohl die homologen Arme als auch die Resistenzkassette 
erfolgreich und in der korrekten Orientierung kloniert worden waren (siehe Abbildung 




Abbildung 4-6: Restriktionsspaltungen von pTarget9, 18 und 22 
Linearisierung des Vektors mit SstII (9,3 kb Bande der Spuren 1, 6 und 10). Die Restriktion mit BssHII 
erzeugt drei Fragmente: 3,8 kb, 3,0 kb und 2,5 kb (Spuren 2, 7 und 11). Für ClaI existieren zwei 
Schnittstellen, es entsteht ein 7,1 kb und ein 2,2 kb Fragment (Spuren 3, 8 und 12). KpnI schneidet im 
Vektor ebenfalls zweimal, so daß ein 1kb und ein 8,3 kb Fragment entsteht (Spuren 4, 9 und 13). 
Durch NotI wird der 5’ homologe Bereich ausgeschnitten und es wird somit ein 6,3 kb und ein 3,0 kb 





1,0 kb ? 
M                               9                 M               18           22            M 
3,0 kb ??
10,0 kb ? 
1,0 kb ? 
pTarget9 pTarget18 pTarget22 
M       1       2       3      4      5       6       7      8       9     10     11    12     13 















Abbildung 4-7: Schematische Darstellung des Targetingvektors für die Ausschaltung der  




4.1.1.2 Identifizierung von ES-Zellklonen mit homologer Rekombination 
Der CRD-Targetingvektor (pTarget9) wurde von Volker Schmidt über Elektroporation 
in ES-Zellen eingebracht (Schmidt, 2002). Nach erfolgreicher Selektion wurde die 
DNA von 96 Zellklonen isoliert, auf eine Nylonmembran transferiert und schließlich 
mit einer stromaufwärts des 5’ homologen Bereichs gelegenen, radioaktiv markierten 
Sonde hybridisiert. Dabei wurden insgesamt 4 Klone identifiziert, bei denen der KO-
Vektor homolog ins Genom integriert war. 
Eine chimäre Maus konnte bisher auch nach mehreren Versuchen der 
Blastozysteninjektion nicht generiert werden (Schmidt, 2002). 
Zeitgleich mit den unternommenen Injektionen stellte eine Arbeitsgruppe aus New 
York transgene Mäuse vor, bei denen das CRD-Exon deletiert worden ist (Wolpowitz 
et al. 2000). Die Tiere zeigen den von uns erwarteten Phänotyp, der die Funktionen 
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4.1.2 Ausschaltung der Typ II Neuregulin1-Isoformen 
Charakteristisch für die Typ II Neuregulin1-Isoformen ist die Kringle-Domäne, die 
vom ersten NRG1-Exon kodiert wird. Mit einem Knockout des Kringle-Exons werden 
somit alle Typ II Isoformen des Neuregulin1 ausgeschaltet.  
 
 
4.1.2.1 Konstruktion des Knockout-Vektors 
4.1.2.1.1 Die Resistenzkassette 
Als positiver Selektionsmarker wurde eine Neomycin-Resistenzkassette verwendet, 
die auf beiden Seiten von loxP-Sequenzen flankiert wird. Die von C. Birchmeier, 
MDC, Berlin zur Verfügung gestellte Kassette wurden von C. Drepper unter der 
Verwendung der BamHI- und NotI-Schnittstelle in pBluescript kloniert (pers. 




Abbildung 4-8: pBS-NeoloxP 
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4.1.2.1.2 Klonierung des 3’-Arms des Kringle-KO-Vektors 
4.1.2.1.2.1 PCR-Mutagenese zur Herstellung des 3’-Arms 
Für die Klonierung der 3’ homologen Sequenz wurde zunächst mit den Primern 
Kringle-down_Not2 und Kringle-down_Sac von genomischer DNA (129/Sv) ein ca. 
3,5 kb großes Amplifikat erzeugt. Dieses trug durch die Verwendung der 
Mutageneseprimer flankierend die Schnittstellen NotI und SacII (siehe Abbildung 
4-12, A+B). Aufgrund der für die Klonierung zur Verfügung stehenden 
Restriktionsschnittstellen in pBS-NeoloxP und der Schnittstellenverteilung in der 
genomischen Region um das Kringle-Exon wurden diese beiden Schnittstellen für die 
Klonierung ausgewählt. Beide sind nicht in der Neo-Kassette vorhanden und NotI 
schneidet nicht in der genomischen Region. Eine weitere SacII–Schnittstelle befindet 
sich allerdings in der flankierenden „upstream“-Sequenz des Kringle-Exons (siehe 




4.1.2.1.2.2 Klonierung des 3’-Arms 
Das Amplikon wurde in den pCR4-TOPO Vektor kloniert und in TOP10-Zellen 
transformiert. Von den resultierenden Klonen wurden 12 präpariert und ihre DNA mit 
Restriktionsspaltungen untersucht. Es konnten davon elf positive Klone (pCR4-
Kringle_down) identifiziert werden. 
Um die Sequenz für den 3’-Arm des Targetingvektors umklonieren zu können, wurde 
der Vektor pCR4-Kringle_down1 mit den Enzymen NotI und SacII gespalten. Zur 
besseren Auftrennung von Vektor- (3,9 kb) und Fragmentbande (3,5 kb) wurde eine 
zusätzliche Spaltung des Vektorrückgrates mit PvuI vorgenommen. Diese 
Schnittstelle ist zweimal im pCR4-TOPO enthalten. Daraufhin wurde das 3,5 kb 
Fragment aus dem Gel aufgereinigt und in den mit NotI und SacII gespaltenen pBS-
NeoloxP ligiert (siehe Abbildung 4-12, C+D). Nach der Elektroporation in XL1-blue 
wurde die DNA von 24 Klonen präpariert und mittels Restriktion überprüft. Einer der 
17 Klone, die das 3,5 kb umfassende NotI-SacII-Fragment trugen, pBS-NeoloxP-
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4.1.2.1.3 Klonierung des 5’-Arms des Kringle-KO-Vektors 
4.1.2.1.3.1 PCR Mutagenese zur Herstellung des 5’-Arms 
Für die Gewinnung des 5’-homologen Bereichs des Targetingvektors wurden 
ebenfalls Mutageneseprimer (Kringle-upst_Apa und Kringle-upst_Sal) verwendet. Mit 
ihnen wurde auf genomischer DNA des Mausstammes 129/Sv ein ca. 3,3 kb 
Amplifikat erzeugt, welches von den Schnittstellen ApaI und SalI flankiert war (siehe 
Abbildung 4-12, A+B). Auch diese Schnittstellen wurden ausgewählt, da sie nicht in 





Das 3,3 kb Amplifikat wurde mittels der TOPO-Cloning-Reaktion in den pCR4-TOPO-
Vektor ligiert und in Top10-Zellen transformiert. Zwölf der erhaltenen Klone wurden 
mittels Restriktion auf das Vorhandensein des ApaI/SalI-Fragments überprüft. Einer 




4.1.2.1.3.3 Umklonierung des 5’-Arms 
Aus pCR4-Kringle_upst wurde über eine Restriktion mit den Enzymen ApaI und SalI 
die 3,3 kb Bande des zu klonierenden Fragments isoliert. Der Vektor pBS-NeoloxP-
Kdown wurde ebenfalls mit diesen beiden Enzymen gespalten. Bei der Ligation der 
beiden Fragmente erfolgte eine gerichtete Integration des 5‘ homologen Arms in den 
Targetingvektor (siehe Abbildung 4-12, C+D). Nach der Elektroporation in XL1-blue 
wurde die DNA von 24 Klonen isoliert und mittels Restriktionsspaltungen getestet. Mit 
einer XhoI-Spaltung sollte das Plasmid in ein ca. 11 kb großes Fragment linearisiert 
werden. Durch einen Doppelverdau mit NotI und SacII ergeben sich 3 Fragmente. 
Zum einen wird der 3,5 kb große 3’-Arm herausgeschnitten und zum anderen wird 
der restliche Vektoranteil durch die zweite SacII-Schnittstelle im 5’-Arm in ein 1,6 kb 
großes Fragment, das unter anderem die Neo-Kassette trägt, und ein ca. 6 kb 
großes Fragment gespalten. Vier der 24 getesteten Klone (# 1, 8, 23 und 24) zeigten 
das korrekte Spaltungsmuster des Knockout-Vektors (siehe Abbildung 4-9 und 
Abbildung 4-10). Klon #1 wurde zusätzlich durch eine Sequenzierung überprüft, 
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wodurch das korrekte Klonieren der einzelnen Fragmente bestätigt wurde. Dieser 
Vektor wurde für die weiteren Arbeiten verwendet. 
 
 
Abbildung 4-9: XhoI-Spaltung der Kringle-KO-Transformanten 
Die Klone 1, 8, 23 und 24 weisen das richtige Fragment, den linearisierten Vektor mit ca. 11 kb auf. 





Abbildung 4-10: NotI/SacII-Spaltung der Kringle-KO-Transformanten 
Die Klone 1, 8, 23 und 24 zeigen das korrekte Spaltungsmuster mit einer ca. 6 kb, einer 3,5 kb und 
einer 1,6 kb großen Bande. Bei den oberhalb liegenden DNA-Banden dieser Klone handelt es sich um 
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Abbildung 4-11: Schematische Darstellung des Targetingvektors für die Ausschaltung der  
   Typ II Neuregulin1-Isoformen 
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In der folgenden Abbildung 4-12 ist ein zusammenfassendes Klonierungsschema für 






Abbildung 4-12: Klonierungsschema des Kringle-Knockout-Vektors 
Nach der Amplifikation der „upstream“- und „downstream“-Sequenzen des Kringle-Exons mit 
Mutageneseprimern wurden diese Fragmente jeweils in den Vektor pCR4-TOPO kloniert. Über die 
Benutzung der eingefügten Restriktionsschnittstellen wurden die beiden Arme des Targetingvektors in 
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4.1.2.2 Herstellung einer Hybridisierungssonde 
Um die homologe Rekombination des Targetingvektors in das Genom eindeutig 
nachweisen zu können, war es notwendig, eine entsprechende Hybridisierungssonde 
zu generieren.  
Hierzu mußten Restriktionsschnittstellen gefunden werden, die flankierend zur 
klonierten genomischen Sequenz liegen und die entsprechenden Enzyme somit 
außerhalb der homologen Sequenz des Targetingvektors schneiden. Mit ihrer Hilfe 
sollte es möglich sein, einen Unterschied zwischen unbehandelter ES-Zell-DNA 
(bzw. mit nicht homolog integriertem Targetingvektor) und solcher mit korrekt 
integriertem Vektor zu erkennen. Bei recht großen Fragmenten (über ca. 12 kb) sollte 
der Größenunterschied deutlich mehr als 5 kb betragen, da sonst eine 
Unterscheidung unwahrscheinlich wird. Bei kleineren Fragmenten genügen als 
Differenz ca. 500 bp. 
Die zwei Restriktionsenzyme NcoI und KpnI konnten aufgrund der Verteilung ihrer 
Schnittstellen ausgewählt werden. Wird unveränderte ES-Zell-DNA mit NcoI 
geschnitten, entsteht ein ca 12,1 kb Fragment. Durch die Integration des Knockout-
Vektors wird eine weitere NcoI-Schnittstelle mit der Neomycin-Resistenzkassette 
eingefügt. Dadurch verkleinert sich das zu detektierende DNA-Fragment auf ca. 6,7 
kb. Bei einer Restriktion mit KpnI entsteht in unveränderter DNA ein ca. 3,5 kb 
Fragment, da sich im Kringle-Exon eine KpnI-Schnittstelle befindet. Diese entfällt im 
Falle einer homologen Rekombination des Vektors, so daß dann ein Fragment von 
ca. 5,8 kb generiert wird (siehe Abbildung 4-13). 
Für einen eindeutigen Nachweis der homologen Integration des Vektors ist es 
notwendig, daß die Hybridisierungssonde außerhalb der Vektorsequenz liegt. Da sich 
allerdings bei einer Spaltung mit KpnI nur 74 bp stromaufwärts der Vektorsequenz 
befinden, schied dieses Enzym zunächst aus. Bei einer Restriktion mit NcoI konnten 
ca. 2,5 kb für die Wahl einer Sonde genutzt werden. Dabei wurde dieser Bereich mit 
dem „Repeatmasker“ (EMBL, Heidelberg) zunächst auf repetitive Sequenzen 
untersucht. Dabei zeigte sich, daß nur ein zusammenhängender Block von ca. 1,2 kb 
frei von Repeats war. In diese Region wurden Primer für insgesamt vier, ca. 500 bp 
große Sonden gelegt. Diese wurden mittels PCR von genomischer 129/Sv-Maus-
DNA amplifiziert, in pCR4-TOPO kloniert und die entstandenen Klone über EcoRI-
Spaltungen getestet. Jeweils ein Klon mit dem entsprechenden Fragment wurde für 
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die Herstellung der Hybridisierungssonde verwendet, nachdem sein Insert über eine 




Abbildung 4-13: Schnittstellenverteilung vor und nach der homologen Rekombination des KO-
Vektors 
A) genomische Region in der Wildtyp-Sequenz: durch eine Restriktion mit NcoI entsteht ein 12,1 kb 
Fragment 
B) genomische Region nach der homologen Rekombination: durch eine Restriktion mit NcoI entsteht 
ein 6,7 kb Fragment 
C) genomische Region in der Wildtyp-Sequenz: durch eine Restriktion mit KpnI entsteht ein 5,8 kb 
Fragment 
D) genomische Region nach der homologen Rekombination: durch eine Restriktion mit KpnI entsteht 




10 µg genomische DNA des Mausstammes 129/Sv und 10 µg ES-Zell-DNA wurden 
mit NcoI gespalten, in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt, auf eine 
Nylonmembran transferiert und darauf fixiert. Die Hybridisierungen der Test-DNA mit 
den Sonden N1 bis N4 erbrachten in allen vier Fällen kein Signal. 
Daraufhin wurde eine Testsonde entwickelt, die in dem homologen 5’ Bereich 
flankierend zum Kringle-Exon bindet. Bei ihrem Einsatz ist es nicht möglich, nur den 
Fall der homologen Rekombination des Vektors nachzuweisen, sondern es werden 
alle Insertionen angezeigt. Allerdings läßt sich die korrekte Vektorinsertion über eine 
definierte Fragmentgröße erkennen. Für die Herstellung dieser Sonde wurde wie bei 
den zuvor beschriebenen Sonden N1 bis N4 verfahren. Für die PCR wurden die 
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EcoRI-Spaltung das Insert aufgearbeitet und als Sonde K1.2 verwendet. Hybridisiert 
wurden wiederum jeweils 10 µg geblottete ES-Zell-DNA und genomische DNA des 
Stammes 129/Sv, die zuvor mit KpnI gespalten worden waren. Nach einer Exposition 
des Röntgenfilms über zwei Tage konnte jeweils eine deutliche Bande mit einer 




Abbildung 4-14: Testhybridisierung der KpnI-gespaltenen DNA mit der Sonde K1.2 und 
schematische Darstellung der Lage der Sonde 




4.1.2.3 Einbringung des Vektors in ES-Zellen 
Wie in Kapitel 3.2.10.5 beschrieben, wurde der KO-Vektor durch Elektroporation von 
20 µg linearisierter DNA in ES-Zellen eingebracht. Nach der sich anschließenden 
Neomycin-Selektion konnten 288 resistente Klone gewonnen werden. Nach der 
Präparation der ES-Zell-DNA wurde eine Diagnostik im Hinblick auf eine homologe 
Rekombination des Targetingvektors ins Genom der Zellen angestrebt. 
Dafür wurde die DNA mit KpnI gespalten und die Fragmente in 1%igen Agarosegelen 
aufgetrennt. Anschließend wurden sie auf Nylonmembranen transferiert, darauf fixiert 
und mit der radioaktiv markierten Sonde K1.2 hybridisiert. Ein positiver Klon konnte 









5’ homolger Bereich 
KpnI 
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Parallel zu den Hybridisierungen wurde begonnen, eine PCR-Diagnostik zu 
etablieren, damit ein durch Hybridisierung ermittelter, potentiell positiver ES-Zellklon 
auch durch eine zweite Methode identifiziert werden kann. Dafür wurden die Primer 
so gelegt, daß sie den 3’-Arm des Targetingvektors flankieren. Ein Primer lag dabei 
in der Resistenzkassette, der andere unmittelbar stromabwärts des 3’ homologen 
Bereichs. Selbst bei unterschiedlichen Anlagerungstemperaturen der Primer konnte 
bislang kein positiver Klon identifiziert werden, da für eine Optimierung der PCR noch 
keine Positivkontrolle vorliegt. 
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4.2 Allelietest zur Evaluierung von Neuregulin 1 als Kandidat für 
die „Motor Neuron Degeneration“ mnd 
Aufgrund der Kartierung von NRG1 im Kandidaten-Gen-Bereich der Mutation mnd 
sollte durch eine Allelieverpaarung von mnd-Mäusen mit Neuregulin1-KO-Mäusen 
überprüft werden, ob Mutationen im Neuregulin1-Gen für die „Motor Neuron 
Degeneration“ (mnd) verantwortlich sind. Da bei CRD-KO-Mäusen die während der 
Embryogenese gebildeten sensorischen und motorischen Neurone schnell wieder 
degenerieren (Wolpowitz et al. 2000), wäre es vorstellbar, daß z.B. Punktmutationen 
im CRD-Exon einen ähnlichen neurodegenerativen Effekt hervorrufen, wie er im 




Für die Allelieverpaarung wurden anfangs homozygote B6.KB2-Cln8mnd/MsrJ-Tiere 
mit heterozygoten NRG1-KO-Mäusen gekreuzt. Aus diesen Verpaarungen konnten 
allerdings keine Nachkommen generiert werden. Zur Erhaltung der mnd-Mutation 
wurden die Tiere daraufhin mit homozygoten Wildtypmäusen des Stammes CAST/Ei 
gekreuzt. Die daraus resultierenden heterozygoten Tiere der F1-Generation konnten 
anschließend mit heterozygoten NRG1-KO-Tieren zur F2-Generation verpaart 
werden. 
 
4.2.2 Entwicklung und Optimierung einer Diagnostik 
Um die aus der Züchtung hervorgehenden Mäuse auf ihren Allelstatus zu 
untersuchen, war es notwendig, eine Diagnostik zu etablieren. Zwar konnte das 
NRG1-KO-Allel mit Hilfe der Primer NDF40MA1, NDF40MA2 und NDF40WTA1 
eindeutig vom NRG1-Wiltyp-Allel unterschieden werden (Diagnostik der 
Arbeitsgruppe von C. Birchmeier, MDC, Berlin), aber eine Diagnostik bezüglich des 
mnd-Allels war nicht vorhanden. So wurden die den mnd-Lokus flankierenden 
Mikrosatellitenmarker D8Mit190 und D8Mit356 ausgewählt, die eine Unterscheidung 
zwischen den Mausstämmen Castaneus und C57Bl/6J erlaubten. Da sich die mnd-
Mutation im C57Bl/6J-Stamm befindet, war so eine Unterscheidung des Genotyps 
möglich. 
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Beide Mikrosatellitenpaare erzeugten in der PCR zahlreiche Nebenbanden. Deshalb 
wurden für beide Paare neue Primer in ihre flankierende genomische Sequenz 
gelegt. Dabei wurde darauf geachtet, daß der vom MIT angegebene 
Größenunterschied zwischen den beiden Mausstämmen erhalten blieb. Neue 
Kombinationen der einzelnen Marker wurden für beide Mikrosatelliten in einer 
Gradienten-PCR auf B6/Cast-F1-DNA getestet. Bei beiden Mikrosatellitenpaaren 
konnte ein deutlich besseres Ergebnis erzielt werden, als der reverse Primer durch 




Abbildung 4-15: Gradienten-PCR mit D8Mit356 
A) Gradienten-PCR auf C57Bl/6J-CAST/Ei-Hybrid-DNA mit D8Mit356. Für das C57Bl/6J-Allel ergibt 
sich ein 247 bp-Fragment, für das CAST/Ei-Allel ein 509 bp-Fragment. Zahlreiche Nebenbanden sind 
zu erkennen. 
2%iges Agarosegel. M = Marker, 0 = Nullprobe, 1 – 6 = verschiedene Anlagerungstemperaturen (von 
50,0 – 63,5°C) 
B) Optimierte PCR auf C57Bl/6J-CAST/Ei-Hybrid-DNA mit D8Mit356a und d. Die Fragmentgrößen für 
beide Allele bleiben erhalten. Es sind keine Nebenbanden zu erkennen. 
2%iges Agarosegel. M = Marker, 0 = Nullprobe, 1 = C57Bl/6J , 2 = CAST/Ei, 3 – 8 = verschiedene 
Anlagerungstemperaturen (von 50,0 – 58,1°C) 
 
 
4.2.3 Diagnostik der mnd/NRG1-Tiere 
Alle geborenen Tiere der Zucht wurden mit der unter 4.2.2 beschriebenen Diagnostik 
untersucht. Dadurch konnte unterbunden werden, daß für die Verpaarungen zur F2-
Generation z.B. Tiere verwendet wurden, die evtl. eine Rekombination innerhalb des 
zu betrachtenden Lokus trugen. In der F1-Generation der mnd-Mäuse wurden nur 
zwei Männchen und ein Weibchen diagnostiziert, die zur weiteren Zucht verwendet 
werden konnten. Unter den F1-Tieren des NRG1-KO waren deutlich mehr zur 
weiteren Verpaarung geeignet (10 Männchen und 3 Weibchen). 
A B 
500 bp ? 
200 bp ? 
500 bp ? 
200 bp ? 
M        0           1           2         3          4          5         6          7         8 M           0           1           2          3           4           5           6           7          8 
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Aus der F2-Generation konnten insgesamt 10 Tiere, 6 Weibchen und 4 Männchen, 
auf ihren Allelstatus untersucht werden (siehe Abbildung 4-16). Von diesen 
getesteten Mäusen war lediglich ein Weibchen positiv für das NRG1-KO-Allel und 
das mnd-Allel. Diese Maus wurde nach mehr als 8 Monaten genaueren 
Untersuchungen unterzogen, um eine Aussage über die Allelie von Neuregulin1 und 
mnd treffen zu können (siehe Kapitel 4.2.4). 
 
 
Abbildung 4-16: Diagnostik der Tiere der F2-Generation 
A)+B) Test auf das NRG1-KO-Allel. M = Marker, 0 = Nullprobe, P1 – P4 = Positivkontrollen - 
heterozygote NRG1-KO-Tiere (B6.NDF40), Weibchen 1 bis 6 und Männchen 1 bis 4. Für jedes Tier 
wurde in der ersten Spur die PCR für das KO-Allel (ca. 520 bp) aufgetragen, in der zweiten Spur die 
PCR für das Wildtypallel (ca. 320 bp). Träger des NRG1-KO-Allels sind das Weibchen 5 und die 
Männchen 1 und 2. 2%iges Agarosegel. 
C) Test auf das mnd-Allel mit D8Mit190a+d. M = Marker, 0 = Nullprobe, B6 = C57Bl/6J, C = CAST/Ei, 
F1 = C57Bl/6J-CAST/Ei-Hybrid, Weibchen 1 bis 6 und Männchen 1 bis 4. Die PCR für das C57Bl/6J-
Allel ergibt ein 138 bp-Fragment, für das CAST/Ei-Allel ein 122 bp-Fragment. Einen reinen Bl6-
Hintergrund im mnd-Lokus weisen nur die Weibchen 1, 2, 3, 5 und 6 auf. 4%iges Agarosegel. 
D) Test auf das mnd-Allel mit D8Mit356a+d. M = Marker, 0 = Nullprobe, B6 = C57Bl/6J, C = CAST/Ei, 
F1 = C57Bl/6J-CAST/Ei-Hybrid, Weibchen 1 bis 6 und Männchen 1 bis 4. Die PCR für das C57Bl/6J-
Allel ergibt ein 247 bp-Fragment, für das CAST/Ei-Allel ein 509 bp-Fragment. Einen reinen Bl6-
Hintergrund im mnd-Lokus weisen die Weibchen 2, 3, 5 und 6 auf. Über Weibchen 1 läßt sich 
aufgrund des fehlenden Amplifikats keine Aussage treffen. 2%iges Agarosegel. 
 
Somit ist nur Weibchen 5 Träger sowohl des NRG1-KO-Allels als auch des mnd-Allels. 
500 bp? 500 bp? 
300 bp? 300 bp? 
A B 
 M    0     P1       P2        P3       P4     
1       
2       
3 M   0    
4       
5       
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4.2.4 Untersuchung des doppelt heterozygoten Tiers (Nrg1-/+ x mnd/wt) 
Die mnd-Erkrankung bricht ab einem Alter von 5 Monaten bei homozygoten Tieren 
aus. Aus diesem Grund wurde das doppelt heterozygote Weibchen 5 (Nrg1 -/+ x 
mnd/wt) ab dem Alter von 8 Monaten auf seinen Phänotyp hin untersucht. Da die 
mnd-Erkrankung mit einer progressiven Degeneration der Motoneuronen einhergeht, 
wurde hauptsächlich die Motorik des Tiers untersucht. Es konnten jedoch visuell 
weder im Bereich der Hinterextremitäten noch an den Vorderextremitäten 
irgendwelche Einschränkungen festgestellt werden. 
Expressionsanalysen von verschiedenen Neuregulin1-Isoformen an 
unterschiedlichen Geweben der doppelt heterozygoten Maus ergaben ebenfalls 
keine Auffälligkeiten (Kastning, 2000). 
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4.3 Identifizierung potentieller Interaktionspartner der Kringle-
Domäne des Neuregulin1 mittels des Yeast Two-Hybrid 
Systems 
Um Proteine zu identifizieren, welche mit der Kringle-Domäne des Neuregulin1 
interagieren bzw. in den Neuregulin1-Signalweg involviert sind, wurde ein „Yeast 
Two-Hybrid“ Screening durchgeführt. Dafür wurde eine prätransformierte Maushirn-
cDNA-Bibliothek (BD Bioscience, Clontech, Heidelberg) verwendet. 
 
 
4.3.1 Konstruktion des DNA-BD/“Köder“-Plasmids 
Für die Konstruktion des „Köder“-Plasmids wurde das erste Exon (Kringle) des 
Neuregulin1 kloniert. Dafür wurden diverse Primer getestet, die das Exon unmittelbar 
flankierten. Sie wurden so gewählt, daß auf der 5’-Seite das ATG-Startkodon 
erhalten blieb und das Exon im Leseraster in den Vektor pGBT9 kloniert werden 
konnte. Der 3’-Primer lag außerhalb des Exons (siehe Abbildung 4-18). Für die 
Amplifikation des 741 bp umfassenden Exons wurden die Primer Kringle-Exon E und 
F verwendet. Da seine Sequenz einen G/C-Gehalt von 73% aufweist, konnte nur bei 
der Verwendung der DNA-Polymerasen „Herkulase“ (Stratagene) bzw. ProofStart 
(QIAGEN) und Q-Solution in einem 6%igen DMSO-Ansatz mit einer 
Schmelztemperatur von 98°C und einer Anlagerungstemperatur von 49°C ein 
Amplifikat erzeugt werden. 
Das Amplikon wurde in den Vektor pCR4-Topo kloniert und zwölf der erhaltenen 
Klone auf ihr Insert mittels Restriktion durch EcoRI kontrolliert. Vier, im 
Spaltungsmuster korrekte Klone wurden mit einer Sequenzierung überprüft. Alle 
Klone wiesen trotz der Verwendung einer DNA-Polymerase mit 3’-5’-
Exonukleaseaktivität Punktmutationen auf. Klon #5 besaß an zwei Positionen einen 
Basenaustausch: C45T und G95T. Die Mutation an Position 45 ist allerdings zu 
vernachlässigen, da sie keinen Aminosäureaustausch bewirkt. Das Prolin bleibt an 
dieser Stelle erhalten. Die zweite Punktmutation führt in Codon 32 zu einem 
Aminosäureaustausch von Arginin zu Leucin (R32L) und damit unter Umständen zu 
einer veränderten Funktionalität. Aus diesem Grund wurde die Proteinsequenz 
zwischen verschiedenen Spezies verglichen (siehe Abbildung 4-17). 
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                 1            15 16           30 31           45 46           60  
    1 Klon #5    MRWRRAPRRPLGTSP SVPHPGSADRSPPLL LLLLPPPPPLLLLLL LLLLGTAALAPGAAA  
    2 M.musculus MRWRRAPRRPLGTSP SVPHPGSADRSPPLL LRLLPPPPPLLLLLL LLLLGTAALAPGAAA  
    3 Rattus     MRWRRAPRRPLGTSP SAGHPWSAGRSPPLL LLPLPPPP--PPLLL LLLLGTAALAPGAAA  
    4 hum.GGF2   MRWRRAPRRSGRPGP RAQRPGSAARSS--- -PPLPLLP------L LLLLGTAALAPGAAA  
 
Abbildung 4-17: Ausschnitt aus ClustalW Multiple Sequence Alignment (BCM Search 
Launcher) 
Dargestellt sind die ersten 60 Aminosäuren der NRG1-Kringle-Domäne. Die Aminosäure an Position 
32 ist fett hervorgehoben. 
 
 
Sowohl bei der Maus, als auch bei der Ratte tritt in diesem Bereich eine ausgedehnte 
Leucin-Abfolge auf, die durch einige Moleküle Prolin unterbrochen ist. Die humane 
Sequenz weicht an dieser Stelle von der der Nager ab. Sie ist um einige 
Aminosäuren kürzer, aber auch hier kommen nur Leucin und Prolin vor. Beim 
direkten Vergleich der Aminosäure 32 unter den einzelnen Spezies fällt das Arginin 
der Maus auf. Sie wäre die einzige Spezies, bei der eine Abweichung in der Abfolge 
auftritt. Aus diesem Grund scheint es unwahrscheinlich, daß es sich bei Klon #5 um 
eine Punktmutation handelt, zumal dann alle vier sequenzierten Klone diese Mutation 
hätten tragen müssen. Wahrscheinlicher erscheint, daß an der Position 32 
tatsächlich ein Leucin anzutreffen ist und daß das Arginin auf einen Sequenzier- oder 
Assembling-Fehler in der Datenbank zurückzuführen ist, da die Ratte die gleiche 
Sequenz aufweist wie die untersuchten Klone. 
Klon #5 wurde für die weiteren Klonierarbeiten verwendet. Über einen EcoRI-PstI-
Doppelverdau konnte das Insert isoliert werden, da sich eine PstI-Schnittstelle kurz 
hinter dem Exon befindet. Nach der Aufreinigung des Kringle-Fragments wurde 
dieses gerichtet in den mit EcoRI und PstI gespaltenen pGBT9-Vektor ligiert (siehe  
Abbildung 4-18). Von den gewonnenen Klonen wurden 12 mittels Restriktion 
überprüft. Einer der sechs positiven Klone wurde zusätzlich durch eine 
Sequenzierung mit den Primern Gal4-BDa und b kontrolliert. Dieser Klon, pGBT9-
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Abbildung 4-18: Klonierungsstrategie für die Konstruktion des DNA-BD/“Köder“-Plasmids 
Die für die Klonierung des Kringle-Exons von genomischer DNA des Mausstamms 129/SV 
verwendeten Primer Kringle-Exon E und F sind in Rot dargestellt. Das Amplifikat wurde in den Vektor 
pCR4-TOPO kloniert und über die Schnittstellen EcoRI und PstI in den Vektor pGBT9 ligiert. Das 




4.3.2 Vorbereitende Untersuchungen 
4.3.2.1 Phänotyptest der verwendeten Hefestämme 
Bevor das „Köder“-Protein in den MATa-Stamm eingebracht wurde, war es 
notwendig, dessen Phänotyp zu kontrollieren. Außerdem wurden die beiden 
Kontrollstämme und diploide Zellen aus deren Mating überprüft. Dazu wurden die 
verwendeten Hefestämme auf verschiedenen SD-Dropout-Böden ausgestrichen und 


























Ergebnisse  85 
In Tabelle 4-1 sind die Ergebnisse des Phänotyptests dargestellt. Sie entsprachen 
den Angaben des Herstellers. 
 
Tabelle 4-1: Phänotyptest auf unterschiedlichen SD-Selektionsmedien 
 
Stamm SD/-Ade SD/-His SD/-Leu SD/-Trp SD/-Ura 
AH109 - - - - + 
AH109[pGBKT7-53] - - - + + 
Y187[pTD1-1] - - + - + 
Kontrolldiploide* + + + + + 





Das „Köder“-Plasmid pGBT9-Kringle wurde mit Hilfe einer Liciumacetat-
Transformation in den Hefestamm AH109 eingebracht. Nach der entsprechenden 
Inkubationszeit bei 30°C auf Selektionsmedium wurden zwölf der erhaltenen Klone in 
einer Kolonie-PCR auf Vorhandensein des Kringle-Exons überprüft. Dafür wurden die 





3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) ist ein kompetetiver Inhibitor des Hefe HIS3-Proteins 
(His3p). Es wird verwendet, um das in geringer Konzentration vorkommende His3p 
zu inhibieren, das stets schwach in den Zellen exprimiert wird. (Fields, 1993; Durfee 
et al., 1993). Transformierte AH109-Zellen können eine leicht erhöhte HIS3 
Expression, aufgrund der intrinsischen DNA-Bindungseigenschaften des „Köder“ 
Proteins, zeigen. 
Durch den Einsatz von 3-AT ist es möglich, das Hintergrundwachstum auf SD/-His 
Platten zu unterdrücken. Wird jedoch auf HIS3- und ADE2-Expression selektioniert, 
ist es nicht notwendig, His3p zu inhibieren. Da 3-AT frisch transformierte Hefezellen 
abtöten kann, sollte stets die geringste Konzentration verwendet werden, die 
notwendig ist, um das Hintergrundwachstum zu unterbinden. 
Ergebnisse  86 
Um diese zu ermitteln, wurden SD/-His/-Trp Platten hergestellt, die unterschiedliche 
3-AT-Konzentrationen (0 bis 15 mM, in 2,5 mM-Schritten) enthielten. Auf ihnen 
wurden jeweils 50 µl Hefesuspension AH109[pGBT9-Kringle] ausplattiert und für eine 
Woche bei 30°C inkubiert. Nur auf der Platte ohne 3-AT waren einige kleine Kolonien 
gewachsen, die restlichen waren ohne Hintergrundwachstum. Aus diesem Grund 
wurde bei der Verwendung von SD/-His/-Leu/-Trp Platten eine Konzentration von 2,5 




Um abschätzen zu können, ob das Fusionsprotein DNA-BD/Kringle toxisch auf die 
Hefezellen wirkt, wurde die Wachstumsrate zwischen AH109, transformiert mit 
leerem pGBT9 und AH109, transformiert mit pGBT9-Kringle, verglichen. Da der 
Vektor die Hefezellen zur Tryptophansynthese befähigt, wurden beide Stämme 
zunächst auf SD/-Trp Platten ausgestrichen. Von jedem Stamm wurde dann eine 
jeweils gleichgroße Kolonie in flüssiges SD/-Trp überführt und bei 30°C angezogen. 
Der Vergleich der OD600 zeigte, daß keine signifikanten Unterschiede im Wachstum 
zwischen den Transformanten mit „leerem“ DNA-BD-Vektor und denen mit dem 
Vektor für die Expression des DNA-BD-Kringle Fusionsproteins. 
 
 
4.3.2.5 Kontrolle auf Transkriptionsaktivität 
Um eine Transkription der Reportergene, allein ausgelöst durch das „Köder“-Protein, 
auszuschließen, wurde seine Transkriptionsaktivität in AH109[pGBT9-Kringle] 
überprüft. Dafür wurde dieser Stamm, sowie eine Positiv- und eine Negativkontrolle 
auf verschiedene Selektionsböden ausgebracht und das Wachstum dokumentiert. 
Außerdem wurde ein -Gal-Test durchgeführt. Als Negativkontrolle wurde wiederum 
AH109[pGBT9] verwendet, als Positivkontrolle dienten diploide Zellen aus einem 
Mating der Stämme AH109[pGBKT7-53] und Y187[pTD1-1]. 
 
Wie aus Tabelle 4-2 zu entnehmen ist, wies das „Köder“-Protein keine 
Transkriptionsaktivität für die Reportergene HIS3, ADE2 und lacZ auf.  
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Tabelle 4-2: Test auf Transkriptionsaktivität des DNA-BD/Kringle-Fusionsproteins 
 
Stamm SD/-Trp SD/-His/-Trp SD/-Ade/-Trp -Gal-Test 
AH109[pGBT9-Kringle] + - - - 
AH109[pGBT9] + - - - 
Kontrolldiploide* + + + + 




4.3.2.6 Kontrolle der Mating-Effizienz 
Um zu überprüfen, ob die NRG1-Kringle-Domäne die Matingeffizienz von Hefen 
beeinflußt, wurden Kontrollreaktionen durchgeführt. Es wurde zunächst ein Mating 
der beiden Kontrollstämme AH109[pGBKT7-53] und Y187[pTD1-1] durchgeführt. 
Dabei waren 1,9% der Zellen diploid. In einem Mating von AH109[pGBT9-Kringle] mit 
Y187[pTD1-1] konnte eine Effizienz von 1,6% erzielt werden. Da zum einen kein 
auffallend niedrigerer Wert erreicht worden war und zum anderen das Wachstum auf 
den Platten zum Teil sehr dicht war und ein korrektes Auszählen erschwerte, wurde 




4.3.3 Screening einer prätransformierten Bibliothek mittels Hefe-Mating 
Das Mating von AH109[pGBT9-Kringle] mit der in Y187 prätransformierten Maushirn-
cDNA-Bibliothek wurde wie im Kapitel 3.2.9.3 beschrieben, durchgeführt. Nach der 
vorgeschriebenen Zeit wurden die Hefezellen geerntet und zum Ausplattieren in ca. 
10 ml Medium aufgenommen und resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf 30 
Platten (Ø150 mm) mit SD/-His/-Leu/-Trp (Triple Dropout = TDO) und 29 Platten 
(Ø150 mm) mit SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (Quadruple Dropout = QDO) ausplattiert. Das 
TDO-Medium diente der weniger stringenten Selektion auf Diploide, die nur den 
HIS3-Reporter exprimieren und für eine Erfassung von schwächeren 
Proteininteraktionen. Bei der Verwendung von QDO-Medium erfolgte die Selektion 
auf diploide Zellen, die den ADE2- und den HIS3-Reporter exprimieren. 
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Die Bestimmung des Titers der Bibliothek ergab 1,4 x 108 Zellen. Durch das 
Ausbringen von Aliquots des Matingansatzes auf SD/-Trp, SD/-Leu und SD/-Leu/-Trp 
konnte die Effizienz des Hefematings errechnet werden. Wie erwartet, war Y187 der 
limitierende Stamm im Ansatz. 41% der 8,25 x 107 durchmusterten Klone waren 
diploid. 
Nach einer Inkubation von 8 Tagen bei 30°C wurden die TDO-Platten auf 
gewachsene Kolonien überprüft. Auf den 30 Platten waren insgesamt lediglich 8 
Klone gewachsen. Diese Kolonien wurden auf QDO-Medium überführt. Nach fünf 
Tagen waren von diesen Klonen zwei gut gewachsen (#3 und 4) und ein weiterer 
(#2) zeigte ein geringes Wachstum und wies inhomogene Kolonien auf. 
Die Zellen, die sofort nach dem Mating einer stringenteren Selektion auf QDO 
Medium unterzogen worden waren, ergaben nach einer Inkubation von 23 Tagen bei 
30°C keinerlei Klone. Auf einigen der 29 Platten wuchsen lediglich kleine 
Hefekolonien, die nicht größer als 1 mm im Durchmesser wurden und somit nicht 
wirkliche Ade+, His+ Kolonien darstellten. Diese wären sehr robust und könnten 
größer als 2 mm im Durchmesser werden. 
 
 
4.3.4 Analyse und Verifikation potentiell positiver Klone 
4.3.4.1 β-Gal-Test 
Um die drei ADE2 und HIS3 exprimierenden Klone auf einen weiteren Reporter zu 
untersuchen, wurde ein β-Gal-Test durchgeführt. β-Galactosidase wird durch das 
lacZ-Gen kodiert und unterliegt in den beiden verwendeten Hefestämmen 
unterschiedlichen Promotoren. Bei tatsächlichen Proteininteraktionen wird durch die 
Zugabe von X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactosid), einem Substrat der β-
Galactosidase, die Expression des Enzyms angezeigt. X-Gal wird in lacZ+-Kolonien 
zu 5-Brom-4-Chlor-Indigo umgesetzt und bewirkt dadurch deren Blaufärbung. Bei 
lacZ--Kolonien erfolgt keine Umsetzung und die Kolonien bleiben weiß. 
Bei der Durchführung des Tests wurden eine Negativkontrolle (AH109[pGBT9] x 
Y187[pTD1-1]) und eine Positivkontrolle (AH109[pGBKT7-53] x Y187[pTD1-1]) 
neben den Klonen #2, #3 und #4 mitgeführt. Nach einer Inkubation von ca. 4 - 5 
Stunden mit X-Gal färbten sich sowohl die Positivkontrolle als auch die Klone #3 und 
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#4 blau. Bei Klon #2 war nach ca. 15 Stunden eine sehr leichte Blaufärbung zu 
verzeichnen (siehe Abbildung 4-19). 
 
 
Abbildung 4-19: β-Gal-Test der potentiell positiven Klone aus dem Bibliotheksscreen 
A) Darstellung der Negativ- und der Positivkontrolle. Die Negativkontrolle ist eindeutig weiß, wobei die 
Positivkontrolle die blaue Färbung zeigt. 
B) Darstellung der ADE2 und HIS3 exprimierenden Klone aus dem Bibliotheksscreen. Bei Klon 2 ist 
kaum eine Blaufärbung zu erkennen. Klon 3 und 4 weisen hingegen den gleichen Farbumschlag wie 
die Positivkontrolle auf. 
Neg. = AH109[pGBT9] x Y187[pTD1-1]; Pos. = AH109[pGBKT7-53] x Y187[pTD1-1]; 2,3,4 = ADE2 




Für die Analyse der potentiell positiven Klone wurde eine Kolonie-PCR mit den 
Primern 5’AD LD-Insert und 3’AD LD-Insert durchgeführt. Auf diese Weise war es 
möglich, Informationen darüber zu erlangen, ob ein Klon eventuell mehr als ein 
AD/Bibliothek-Plasmid trägt, wie groß das Insert des Plasmids ist und ob es sich bei 
den erhaltenen Klonen um identische Kandidaten handelt. 
Da Klon #2 einen heterogenen Phänotyp aufwies, d.h. es waren weiße (2a) und 





Abbildung 4-20: Kolonie-PCR auf den potentiell 
positiven Klonen aus dem Bibliotheksscreen 
Beide Kolonien des Klons 2 ergaben kein Amplifikat. 
Die Inserts der Klone 3 und 4 sind ca. 2,5 bzw. ca. 
2,0 kb groß. 
1%iges Agarosegel. M = Ladder Mix, 0 = Nullprobe, 
2a = weiße Kolonie von Klon #2, 2b = rosa-farbene 
Kolonie von Klon #2, 3 = Klon #3, 4 = Klon #4 
M      0     2a    2b      3       4      M 
3 kb ? 
2 kb ? 
Neg.                        Pos.                                         2                                3                               4     
A B 
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Wie in Abbildung 4-20 zu erkennen ist, konnte für beide Typen des Klons #2 kein 
Amplifikat erhalten werden. Auch durch mehrere Wiederholungen der PCR und 
Variationen in den Reaktionsbedingungen konnte das Ergebnis nicht verändert 
werden. Aus diesem Grund wurde dieser Klon bei den weiteren Arbeiten nicht weiter 
berücksichtigt. 
Klon #3 erzeugte bei der Amplifikation ein Fragment mit einer Größe von ca. 2,5 kb. 
Für Klon #4 ergab sich Amplikon von ca. 2 kb. 
 
 
4.3.4.3 Umklonierung der Bibliothek-Plasmide in E. coli 
Plasmidaufreinigungen aus Hefen sind grundsätzlich mit genomischer DNA 
kontaminiert. Sie sind nicht rein genug, um direkt für Sequenzierungen eingesetzt zu 
werden. Auch lassen sie sich nicht für Restriktionsspaltungen verwenden, da der 
Plasmidanteil an der Gesamt-DNA zu gering ist. Um die Plasmid-DNA näher 
untersuchen zu können, ist es deshalb notwendig, sie in Bakterien zu überführen. 
Für eine Transformation von E. coli ist die Plasmidkonzentration in der Präparation 
ausreichend. 
Die Hefeklone 3 und 4 wurden in Flüssigmedium angezogen, die Plasmid-DNA 
isoliert und in chemisch kompetente JQ101 transformiert. Die Transformanten 
wurden auf Anwesenheit des Bibliothek-Plasmids mit Leu-Medium und Ampicillin 
selektioniert. 
Die daraus resultierenden Bakterienkolonien wiesen eine unterschiedliche 
Morphologie auf. Bei den Klonen, die das Plasmid #3 trugen, waren einige Kolonien 
deutlich größer als andere. Diese Erscheinung konnte bei den Kolonien mit Plasmid 
#4 nicht beobachtet werden. Verschiedene Klone wurden mittels alkalischer Lyse 
präpariert und die gewonnene Plasmid-DNA mit HindIII geschnitten.  
Als positives Ergebnis sollte sich eine 7,3 kb Bande des Vektorrückgrates des 
Bibliothek-Plasmids pACT2 und eine weitere Bande, die 758 bp des Vektors und das 
Insert trägt, darstellen. Dieses Ergebnis wurde nur bei 6 Klonen mit Plasmid #3 
erzielt (siehe Abbildung 4-21). Diese 6 Klone entsprachen den Kolonien, die deutlich 
größer als alle anderen gewesen waren. Bei allen anderen Klonen konnte nur das 
„Köder“-Plasmid nachgewiesen werden, welches durch den HindIII-Verdau in eine 
4,6 kb Bande des Vektorrückgrates und eine ca. 1,7 kb Bande mit dem Kringle-Exon 
und der restlichen Vektorsequenz gespalten wird. Auch nach mehreren Versuchen ist 
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es bislang nicht gelungen, Plasmid #4 in JQ101 zu transformieren und daraus 




Abbildung 4-21: Restriktionsspaltungen mit HindIII zur Überprüfung der Anwesenheit des 
  Bibliothek-Plasmids  
A) Klon 1 – 6 zeigen das korrekte Spaltungsmuster, bei dem eine Bande von 7,3 kb (Vektorrückgrat) 
und eine weitere unbekannter Größe (abhängig vom Insert) auftreten sollte. 1%iges Agarosegel. M = 
Ladder Mix, 1 – 10 = Klone, die das Plasmid #3 tragen sollten. 
B) Keiner der Klone zeigt die 7,3 kb Bande des pACT2-Vektorrückgrates. 1%iges Agarosegel. M = 




4.3.4.4 Identifizierung eines potentiellen Interaktionspartners für die 
Neuregulin1-Kringle-Domäne 
Das Plasmid #3 wurde aus einem Bakterienklon durch eine Säulenaufreinigung 
isoliert und anschließend mit den Primern 5’ und 3’AD LD-Insert sequenziert. Für die 
Identifizierung wurde die erhaltene DNA-Sequenz mittels BLAST mit der NCBI-
Datenbank verglichen. Als Ergebnis zeigte sich eine 100%ige Homologie zum Mus 
musculus Zink Transporter 4 (ZnT4) (GenBank AF003747). Auch der Vergleich auf 




7 kb ? 
3 kb ? 
7 kb ? 
3 kb ? 
M     1       2       3      4      5      6       7      8      9     10 M     1      2      3      4       5      6       7      8      9     10 
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4.3.4.5 Verifizierung der Interaktion zwischen ZnT4 und der Neuregulin1-
Kringle-Domäne 
Um die Interaktion zwischen ZnT4 und der Kringle-Domäne zu verifizieren, wurde ein 
erneutes Mating durchgeführt. 
Dafür wurden zunächst Hefetransformationen vorgenommen. Der Vektor pACT2-
ZnT4 wurde in den Stamm AH109 und die Vektoren pGBT9-Kringle und pGBT9 in 
den Stamm Y187 eingebracht. Nach erfolgter Kontrolle auf Anwesenheit der 
Vektoren in den jeweiligen Stämmen wurde AH109[pACT2-ZnT4] mit Y187[pGBT9-
Kringle] und als Negativkontrolle AH109[pACT2-ZnT4] mit Y187[pGBT9] gekreuzt 
(siehe Kapitel 3.2.9.1.2).  
Die Kulturen wurden nach einer Mating-Zeit von ca. 24 Stunden auf SD/-Leu/-Trp 
plattiert. Nach einer Inkubation von 5 Tagen bei 30°C wurden jeweils 25 Kolonien 
aus beiden Ansätzen auf QDO-Medium überimpft. Alle Klone aus dem Mating 
AH109[pACT2-ZnT4] x Y187[pGBT9-Kringle] wuchsen auf dem stringenten 
Selektionsmedium, d.h. sie wiesen eine ADE2- und HIS3-Expression auf. Wie 
erwartet, konnten die Klone des Matings AH109[pACT2-ZnT4] x Y187[pGBT9] nicht 
auf dem QDO-Medium wachsen, da sie aufgrund des „leeren“ GBT9-Vektors keine 
tatsächlichen Proteininteraktionen aufwiesen. 
Um auch die lacZ-Expression der AH109[pACT2-ZnT4] x Y187[pGBT9-Kringle] 
Klone zu überprüfen, wurde mit 15 Klonen ein β-Gal-Test durchgeführt (siehe 




Abbildung 4-22: β-Gal-Test zur Verifizierung 
der ZnT4-Kringle-Interaktion 
Darstellung der 15 ADE2 und HIS3 
exprimierenden Klone aus dem Mating 
AH109[pACT2-ZnT4] x Y187[pGBT9-Kringle] 
nach einer 3 stündigen X-Gal-Inkubation. Alle 
Klone weisen eine deutliche Blaufärbung und 
damit eine lacZ-Expression auf. Lediglich der 
Klon des Feldes C1 zeigt erst einen kleinen 
blauen Hof. Der Klon im Feld A1 ist eine 
Negativkontrolle aus dem Mating AH109[pACT2-
ZnT4] x Y187[pGBT9]. 
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Nach einer dreistündigen X-Gal-Inkubation zeigten alle 15 überprüften Klone eine 
Blaufärbung. Dies bedeutet, daß auch durch die Gegenkontrolle mit dem erneuten 
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5 Diskussion und Ausblick 
Mit dieser Arbeit sollten die funktionellen Aspekte verschiedener Neuregulin1-
Isoformen näher beleuchtet werden. Es sollten Knockout-Mäuse generiert werden, 
bei denen die Typ II-spezifische Kringle-Domäne bzw. die Typ III-spezifische CR-
Domäne deletiert ist. Dazu wurden entsprechende Targetingvektoren hergestellt und 
es wurde begonnen, diese in murine ES-Zellen einzubringen. 
Für die Überprüfung, ob Mutationen im Neuregulin1-Gen für die mnd-Erkrankung der 
Maus verantwortlich sind, wurden Allelie-Verpaarungen von heterozygoten NRG1-
KO-Mäusen mit mnd-Mutanten vorgenommen. 
In einem „Yeast-Two-Hybrid-Screening“ konnte ein potentieller Interaktionspartner für 
die NRG1-Kringle-Domäne identifiziert werden. 
 
 
5.1 Generierung von Targetingvektoren zur Erzeugung von 
Neuregulin1-KO-Mäusen 
Für die funktionelle Analyse der Neuregulin1-Isoformen wurde eine Methode gewählt, 
mit der das Maus-Genom gezielt verändert werden kann. Dabei sollte ein positiver 
Selektionsmarker über homologe Rekombination in das Erbgut embryonaler 
Stammzellen integriert werden und dadurch die Genfunktion inaktiviert werden 
(Capecchi, 1989). 
Solche Knockout-Experimente erfordern die Konstruktion eines Targetingvektors, mit 
dem eine endogene Sequenz an einem bestimmten chromosomalen Lokus mittels 
homologer Rekombination durch eine von außen eingebrachte Sequenz ersetzt wird. 
Hierfür benötigt der Vektor spezifische Sequenzanteile, die homolog zu der Region 
sind, an der der Austausch stattfinden soll und ein Plasmid-Rückgrat für eine 
Replikation in Bakterien. Des weiteren benötigt dieser Vektor einen positiven 
Selektionsmarker. Mit dessen Hilfe können zum einen die ES-Zellen angereichert 
werden, die Targetingvektoren stabil ins Genom integriert haben und zum anderen 
kann durch die Integration des Markers in ein codierendes Exon das Zielgen 
inaktiviert werden. Mit dem Einsatz eines negativen Selektionsmarkers wird gegen 
das zufällige Integrieren des Targetingvektors in das Genom der ES-Zellen selektiert. 
Diese Zellen werden durch den Einsatz des Substrates des negativen 
Selektionsmarkers abgetötet (Mansour et al., 1988)  
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Selektionsmarker werden in der Regel unter die Kontrolle starker Promotoren 
gestellt. Diese können unter Umständen die Expression benachbarter Gene 
beeinflussen (Lerner et al., 1993; Braun et al., 1994; Ohno et al., 1994; Olson et al., 
1996). Auch besteht die Möglichkeit, daß das korrekte Spleißen oder die Regulation 
des Zielgens beeinträchtigt wird (Jacks et al., 1994; Carmeliet et al., 1996). Um diese 
nachteiligen Effekte ausschließen zu können, werden meist die eingebrachten 
Selektionskassetten mittels lokusspezifischer Rekombinasesysteme wieder entfernt. 
Für eine effiziente Integration des Targetingvektors ins Genom sollte in seinem 
Rückgrat eine singuläre Schnittstelle enthalten sein, über die eine Linearisierung des 
Vektors möglich ist. 
 
Die in dieser Arbeit generierten Targetingvektoren wurden nach dem Prinzip eines 
„Replacement“-Vektors konstruiert. Dadurch findet die homologe Rekombination als 
doppeltes „crossing over“ zwischen dem Targetingvektor und der chromosomalen 
DNA statt (Abbildung 5-1). Dabei werden die Sequenzanteile, die sich zwischen den 
homologen Armen des Vektors befinden (z.B. positiver Selektionsmarker), mit ins 
Genom integriert. Sequenzen außerhalb der homologen Bereiche (z.B. negativer 
Selektionsmarker, Vektorrückgrat) gehen verloren. 
Als positiver Selektionsmarker wurde für beide Targetingvektoren eine Neomycin-
Phosphotransferase verwendet, welches neben der Puromycin-N-Acetyltransferase 
und Hygromycin-B-phosphotransferase ein häufig verwendeter Selektionsmarker in 
Targeting-Experimenten ist. Der Nachteil dieser Resistenzkassette ist, daß sie sehr 
viele Restriktionsschnittstellen enthält, insbesondere solche, die ebenfalls in der MCS 
von pBluescript enthalten sind. Dies erschwerte die Auswahl geeigneter 
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Abbildung 5-1: Knockout eines Exons über homologe Rekombination mit Hilfe eines 
Replacementvektors 
In Rot ist die genomische DNA dargestellt. Die dunkelroten Balken entsprechen den homologen 
Bereichen, zwischen denen das „crossing over“ stattfindet. Dabei wird das Exon durch den in 
Dunkelblau dargestelllten positiven Selektionsmarker ersetzt. Der negative Selektionsmarker (in 
Hellblau) geht bei der homologen Rekombination mit dem Vektorrückgrat (schwarze Linie) verloren. 
 
Für die Klonierung des Kringle-KO-Vektors wurde eine Neomycin-Resistenzkassette 
verwendet, die von loxP-Sequenzen (locus of crossing (x-ing) over in P1) flankiert 
war. Dabei handelt es sich um 34 bp lange Erkennungssequenzen der Cre-
Rekombinase (causes recombination). Dieses Enzym katalysiert die ortsspezifische 
Rekombination zwischen zwei loxP-Sequenzen. Durch eine transiente Expression 
der zu den Integrasen zählenden Cre-Rekombinase (Argos et al., 1986) besteht die 
Möglichkeit, die Resistenzkassette nach erfolgreicher Selektion aus dem ES-Zell-
Genom wieder zu entfernen. Auf diese Weise können die oben erwähnten 
nachteiligen Effekte, die eventuell durch die Selektionskassette ausgelöst werden 
könnten, vermieden werden. 
Auf den Einsatz eines negativen Selektionsmarkers wurde bei der Generierung 
beider Targetingvektoren verzichtet. Dem Vorteil der indirekten Anreicherung von 
ES-Zellen mit einem homologen Rekombinationsereignis stand ein zu großer 
Klonieraufwand gegenüber. Die ohnehin schon eingeschränkte Auswahl an 
Restriktionsschnittstellen für die einzelnen Klonierschritte wäre durch die 
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Verwendung einer Herpes simplex-Thymidinkinase (HSVtk) noch weiter gesenkt 
worden. 
Für eine effiziente homologe Rekombination ist es notwendig, daß für die 
Konstruktion des Targetingvektors DNA verwendet wird, die isogen zur ES-Zell-DNA 
ist. Abweichungen in den Sequenzen können die Rekombinationsfrequenz erheblich 
reduzieren (te Riele et al., 1992). In welchem Grad die DNA-Sequenzen zweier 
Mausstämme an einem Lokus divergieren ist unbekannt. Die polymorphen 
Abweichungen variieren von Gen zu Gen, wobei Intronsequenzen in der Regel 
größere Unterschiede aufweisen als Exonsequenzen. Aus diesem Grund wurde auch 
für die Amplifikation der Arme der Vektoren eine DNA-Polymerase mit 3’-5’ 
Exonukleaseaktivität verwendet, um sicherzustellen, daß möglichst keine Mutationen 
durch den Falscheinbau von Nukleotiden während der Reaktion erzeugt werden. Des 
weiteren wurde als Matrize zur ES-Zell-DNA isogene DNA des Mausstammes 129/Sv 
verwendet. 
Von denen auf diese Weise konstruierten Targetingvektoren wurde der CRD-KO-
Vektor bereits in ES-Zellen eingebracht (Schmidt, 2002). Dabei konnte eine 
Rekombinationsfrequenz von 4% erreicht werden, was den Angaben in der Literatur 
entspricht. 
Im Wesentlichen ist die Rekombinationsfrequenz von der Länge der homologen 
Arme abhängig (Thomas und Capecchi, 1987; Hasty et al., 1991). Prinzipiell gilt: je 
länger die homologen Bereiche um so größer ist die Wahrscheinlichkeit einer 
ortsspezifischen Integration. Sequenzen von ca. 5-10 kb Länge sind dabei gut 
klonierbar. Längere Abschnitte würden zwar die Rekombinationsfrequenz erhöhen, 
erschwerten aber die Klonierung. Zudem wird ein Plasmid-Vektor ab einer 
Gesamtgröße von ca. 15-20 kb instabil. 
Für die zwei konstruierten KO-Vektoren konnten jeweils DNA-Fragmente kloniert 
werden, die größer als 2 kb waren. Dies wird als eine Mindestlänge für eine effiziente 
Paarung und das „crossing over“ angesehen (Thomas, 1992). Für die Klonierung des 
CRD-KO-Vektors mußte dafür die 3’ flankierende Sequenz des CRD-Exons mittels 
„Primerwalking“ ermittelt werden, da zum Zeitpunkt der Bearbeitung noch keine 
murinen Sequenzinformationen erhältlich waren. Dabei konnten ca. 2,1 kb 
sequenziert werden. Weitere Informationen waren nicht erhältlich, da wahrscheinlich 
aufgrund von Sekundärstrukturen die Sequenzierung stets an der selben Stelle 
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abbrach. Mit Hilfe dieser gewonnenen Sequenzinformationen konnte ein ca. 2,2 kb 
Fragment als homologer Bereich kloniert werden. 
 
 
5.2 ES-Zellkultur und weiteres Vorgehen 
Erste Versuche, den Kringle-KO-Vektor in ES-Zellen einzubringen, wurden bereits 
unternommen. Durch die eingeschränkte Auswahl an geeigneten 
Hybridisierungssonden stagnierte der Fortschritt des Experiments in diesem Stadium. 
Aufgrund zahlreicher repetitiver Sequenzabschnitte war die Generierung weiterer 
Sonden stark eingeschränkt. 
Mit der Verwendung der Sonde K1.2 wird es nicht möglich sein, nur die homologe 
Rekombination des Targetingvektors anzuzeigen, sondern auch alle anderen 
Insertionen. Die Identifizierung des homologen Rekombinationsereignisses wird 
jedoch über die Fragmentgöße möglich sein, die in diesem Fall 5,8 kb beträgt. Die 
Auflösung der einzelnen Fragmentbanden im Agarosegel bzw. im Southern Blot ist in 
diesem Größenbereich sehr gut möglich, so daß auch dichter zusammenliegende 
Banden identifiziert werden könnten. Zusätzlich soll ein über Hybridisierung positiv 
getesteter ES-Zellklon mittels PCR-Diagnostik überprüft werden. 
Nach der Identifizierung eines ES-Zellklons mit homolog integriertem Targetingvektor 
soll über eine transiente Cre-Expression die Neomycin-Resistenzkassette aus dem 
Genom wieder entfernt werden. 
Im Anschluß können Zellen eines solchen Klons in Maus-Blastozysten injiziert 
werden oder mit Embryonen im Morula Stadium aggregiert werden. Die daraus 
entstehenden chimären Blastozysten werden dann operativ in scheinschwangere 
Weibchen transferiert. Chimäre Nachkommen können dann verpaart werden und bei 
der Beteiligung der ES-Zellen an der Keimzellbildung können Nachkommen der ES-
Zellen erhalten werden. 
 
Durch die Präsentation der CRD-KO-Maus von Wolpowitz et al. 2000 erübrigen sich 
die weiterführenden Arbeiten für diesen Knockout, obgleich durch die Generierung 
einer eigenen KO-Maus eventuell minimale Abweichungen im Phänotyp beobachtet 
werden könnten. 
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5.3 Ausschluß von Neuregulin1 als Kandidat für mnd 
Neuregulin1 kartiert im proximalen Bereich des Chromosoms 8 der Maus. In dieser 
Region liegt ebenfalls die Ursache für die „motor neuron degeneration“. Um zu 
überprüfen, ob Mutationen im Neuregulin1-Gen für diese Erkrankung verantwortlich 
sein könnten, wurde ein Allelie-Test durchgeführt. 
Wären Neuregulin1 und mnd allelisch, so müßten doppelt heterozygote Mäuse für 
einen Neuregulin1-KO und mnd (Nrg1-/+ x mnd/wt) ab einem Alter von etwa 5 
Monaten einen mnd-Phänotyp entwickeln, da dies der Zeitpunkt des Ausbruchs der 
Krankheit ist. Es sollten dann Abweichungen in der Motorik zu beobachten sein, die 
sich zunächst in den Hinterextremitäten zeigen und später die generelle 
Beweglichkeit des Tiers betreffen. 
Bei dem generierten doppelt heterozygoten Weibchen #5 konnten im Alter von ca. 
acht Monaten keinerlei motorische Beeinträchtigungen festgestellt werden. Da auch 
Expressionsanalysen für Neuregulin1 keine Auffälligkeiten zeigten (Kastning, 2000), 
wurde davon ausgegangen, daß Neuregulin1 und mnd nicht allelisch sind. 
Während der Untersuchungen der mnd/NRG1-Maus gelang es den Mitgliedern einer 
Arbeitsgruppe aus Helsinki, die molekulare Ursache für die mnd-Erkrankung 
aufzudecken (Ranta et al. 1999). Die mnd-Maus ist ein Modell für die humane 
Neuronale Ceroid Lipofuscinose (NCL). Diese Erkrankung ist gekennzeichnet durch 
eine progressive Neurodegeneration, bei der es zur Ansammlung von Lipopigment in 
verschiedenen Geweben kommt. Bei der Progressiven Epilepsie, einhergehend mit 
mentaler Retardierung (EPMR, MIM 600143), handelt es sich um eine weitere 
Untergruppe der NCL (CLN8; Herva et al., 2000). Im CLN8-Gen, das für ein putatives 
Transmembranprotein kodiert, konnte eine Mutation in EPMR-Patienten identifiziert 
werden. Das murine CLN8 liegt in der mnd-kritischen Region. Ranta et al. 
identifizierten in mnd/mnd Mäusen eine homozygote 1 bp Insertion (267-268insC, 
Codon90) im CLN8 Gen, wodurch der Leserahmen verschoben wird und ein 
verkürztes Protein entsteht. 
Deshalb kann Neuregulin1 als molekulare Ursache für die „motor neuron 
degeneration“ sicher ausgeschlossen werden. 
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5.4 Identifizierung eines potentiellen Interaktionspartners für die 
Neuregulin1-Kringle-Domäne 
Obwohl Typ II Neureguline in weiten Bereichen des Nervensystems exprimiert 
werden (Meyer et al., 1997; Chen et al., 1994), sind bislang keine in vivo Funktionen 
dieser Isoformen bekannt. Ausgehend von der tragenden Rolle, die Typ I und III 
Neuregulinen sowohl in der embryonalen Entwicklung als auch in der 
Aufrechterhaltung von Organfunktionen im adulten Organismus zukommt, ist zu 
erwarten, daß auch die Typ II Varianten in grundlegende biologische Prozesse 
eingebunden sind. Über die Identifizierung von Interaktionspartnern der Typ II 
spezifischen Kringle-Domäne, bestünde die Möglichkeit, nähere Informationen über 
diese Neureguline zu gewinnen, wenn die Funktionen der Partner bekannt sind. Aus 
diesem Grund wurde eine prätransformierte Maushirn-cDNA-Bibliothek mit Hilfe des 
Yeast Two-Hybrid Systems auf mögliche Kandidaten durchsucht. 
 
 
5.4.1 Der murine Zink Transporter 4 (ZnT4) 
Der einzige in dieser Arbeit identifizierte potentielle Interaktionspartner der Kringle-
Domäne ist der Zink Transporter 4. 
Die Zink-Transporter werden prinzipiell zwei Gruppen zugeordnet: ZIP (ZRT-, IRT-
like protein) und CDF (cation diffusion facilitator). Die beiden Familien wirken 
gegensätzlich, d.h. die ZIP-Transporter sind für den Zink-Influx ins Cytosol vom 
äußeren Milieu bzw. aus dem Lumen intrazellulärer Kompartimente zuständig. Die 
CDF-Familie befördert dagegen Zink-Ionen aus dem Cytosol in die Umgebung der 
Zelle oder in intrazelluläre Organellen (Kambe et al., 2004). 
Zur Zeit werden 8 Säuger-Proteine der CDF-Familie zugeordnet, die als ZnT1 bis 8 
bezeichnet werden. Über ZnT4 ist derzeit wenig bekannt. 
Entdeckt wurde es über eine Basensubstitution im ZnT4-Gen (C934T), die zur 
Translation eines trunkierten Proteins führt und die molekulare Ursache für die 
Mutation “lethal milk“ (lm) der Maus ist (Huang und Gitschier, 1997). Die Milch 
homozygoter lm/lm Weibchen enthält nur ungenügende Mengen an Zink, so daß die 
Jungtiere aufgrund dieser Unterversorgung sterben (Ackland und Mercer, 1992). 
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Die ZnT4-mRNA wird ubiquitär exprimiert, wobei die stärkste Expression im Gehirn 
und im Testis beobachtet werden kann (Murgia et al., 1999). In diese Untersuchung 
wurde die Brustdrüse nicht einbezogen.  
Das aus 430 Aminosäuren bestehende ZnT4-Protein besitzt sechs 
Transmembrandomänen, durch die es in der Membran verankert wird. In 
Epithelzellen ist es hauptsächlich mit endosomalen Kompartimenten und dem Trans-
Golgi-Netzwerk assoziiert (Murgia et al., 1999). Zwischen dem 
Transmembransegment IV und V befindet sich eine Abfolge von alternierenden 
Histidin-Molekülen, die über ihren Imidazol-Ring Metall-Ionen wie Zink binden 
können. Einzigartig innerhalb der ZnT-Familie ist, daß sich innerhalb der hydrophilen 
N-terminalen Region von ZnT4 ein potentielles Protein-Binde-Motiv in Form eines 
Leucin-Zippers befindet. Es beinhaltet vier aufeinander folgende Leucin-




Abbildung 5-2: Sekundärstruktur und potentielle funktionelle Domänen von Dri27/ZnT4 der 
Ratte (aus Murgia et al., 1999) 
Dargestellt sind die sechs Transmembrandomänen und die potentiellen Bindungsmotive des ZnT4-
Homologs der Ratte. Der Leucin-Zipper und die Histidin-Region sind durch eingekreiste Aminosäuren 
hervorgehoben. Das dunkel eingekreiste Arginin an der Position 297 entspricht dem mutierten Codon 
in der lm-Maus. CYTO = cytoplasmatische Seite 
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Murgia et al. konnten 1999 zeigen, daß mindestens ein Protein von ca. 100 kDa an 
dem Leucin-Zipper-Motiv bindet. Ob es sich bei diesem Protein eventuell um 
Neuregulin1 handelt, bleibt noch zu untersuchen. 
 
 
5.4.2 Bestätigung der Kringle-ZnT4-Interaktion  
Zink ist ein essentielles Spurenelement. Mehr als 300 Metalloenzyme aus sechs 
großen funktionellen Klassen benötigen Zink als eine strukturelle 
Schlüsselkomponente oder als Cofaktor (Berg und Shi, 1996; Vallee und Falchuk, 
1993; Vallee und Auld, 1990). 
Die Regulation des Zinkspiegels in Zellen muß innerhalb eines sehr schmalen 
Fensters erfolgen, da ein Mangel zu Beeinträchtigungen des Wachstums, des 
Immunsystems und der Hirnfunktion führen kann (Vallee und Falchuk, 1993). 
Andererseits kann eine Erhöhung der Zinkkonzentration toxische Effekte haben (Koh 
et al., 1996). 
Ein wichtiger Pool für Zink befindet sich im Gehirn, speziell in synaptischen Vesikeln 
und membrangebundenen Protein-Metall-Komplexen (Frederickson, 1989). Das 
vesikuläre Zink kann z.B. durch elektrische Stimulierung entlassen werden und an 
den Rezeptoren verschiedener Neurotransmitter eine Reaktion auslösen. Dies betrifft 
sowohl stimulierende als auch hemmende Rezeptoren, insbesondere die NMDA- und 
GABAA-Rezeptoren (Cuajungco und Lees, 1997). 
Es konnte gezeigt werden, daß mikromolare Konzentrationen an Zink eine 
inhibitorische Wirkung auf NMDA-Rezeptoren ausüben (Chen et al., 1997; Paoletti et 
al., 1997; Traynelis et al., 1998). Außerdem blockiert Zink GABAA-Rezeptoren 
(Berger et al., 1998; Fisher and MacDonald, 1998), den Glutamat-Transporter EAAT1 
(Vandenberg et al., 1998) und den Dopamin-Transporter (Norregaard et al., 1998). 
Trotz der bedeutenden Mengen an Zink, die im Gehirn vorhanden sind, ist derzeit 
wenig über die molekularen Geschehnisse bekannt, die der zellulären Zink-
Homöostase zugrunde liegen. Des weiteren ist unklar, welche Funktion Zink im 
synaptischen Spalt übernimmt (Colvin et al., 2000). 
 
Durch die vielen offenen Fragen, die bezüglich des Zink-Transporters 4 und der 
Funktion von Zink im Gehirn bestehen, ist es schwierig eine Aussage über die 
Bedeutung einer potentiellen Interaktion zwischen ZnT4 und Typ II Neuregulin zu 
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machen. Die zur Zeit populäre Hypothese, daß Veränderungen im Neuregulin1-Gen 
ursächlich für die Entstehung von Schizophrenie sind, kann durch die Identifizierung 
von ZnT4 allenfalls unterstützt werden. Sowohl NRG1 als auch hohe 
Zinkkonzentrationen sind in synaptischen Vesikeln anzutreffen (Stefansson et al., 
2002; Frederickson, 1989). Da ZnT4 in Epithelien hauptsächlich in Endosomen 
lokalisiert ist (Murgia et al., 1999) und für den Zinktransport aus dem Cytosol heraus 
verantwortlich ist, wäre es vorstellbar, daß dieser Transporter im Nervengewebe 
ebenfalls in synaptischen Vesikeln lokalisiert ist. Auf diese Weise wäre es denkbar, 
daß durch die Interaktion von Neuregulin1 mit ZnT4 die Zinkkonzentration im 
synaptischen Spalt reguliert wird und somit Einfluß auf die Aktivität des NMDA-
Rezeptors genommen wird. 
 
 
5.4.2.1 Nachweis der Interaktion in vitro mittels GST-„Pull-down-Assay“ 
Um die Interaktion von ZnT4 und Typ II Neuregulin auch in vitro zu bestätigen, soll 
ein GST-„Pull-down-Assay“ durchgeführt werden. Dazu wurde bereits das ZnT4-
Fragment aus dem Hefescreening in einen Expressionsvektor der Reihe pGEX 
(Amersham) kloniert. Die Klonierung der gesamten cDNA und weiterer Fragmente 
steht noch aus. Die pGEX-Vektoren ermöglichen die Expression eines Fusionsgens 
aus der Glutathion-S-Transferase (GST) und des jeweils klonierten Fragments in E. 
coli. Die GST-Fusionsproteine können an einer Glutathion-Sepharose-Matrix 
immobilisiert werden und sollen dann mit markiertem Typ II Neuregulin bzw. der 
Kringle-Domäne inkubiert werden. Im Falle einer Interaktion sollte nach dem 
Aufbereiten der Matrix, SDS-Page und anschließender Autoradiographie eine Bande, 
die dem markierten Protein entspricht, erkennbar sein. 
Auf diese Weise ließe sich zum einen die in vivo Interaktion bestätigen und zum 
anderen die Bindungsstelle in der Kringle-Domäne feststellen. 
Die Kringle-Domäne enthält laut statistischer Vorhersageprogramme (DAS-TMfilter, 
Cserzö et al., 2002; BCM Search Launcher) eine Transmembranregion (von AS 34 
bis 55), durch die sie in der Membran verankert sein könnte und so, ähnlich wie Typ 
III Neuregulin, über einen juxtakrinen Signalweg mit den zugehörigen Rezeptoren 
kommunizieren könnte. Falls der Leucin-Zipper von ZnT4 als Proteinbinde-Domäne 
für eine Interaktion mit Neuregulin verantwortlich ist und diese auf der cytosolischen 
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Seite liegt, käme nur der N-terminale Bereich der Kringel-Domäne für eine 
Bindungsstelle in Frage. 
 
 
5.4.2.2 Untersuchung der Co-Lokalisation von Typ II Neuregulin und ZnT4 
Typ II Neuregulin wird in weiten Teilen des Gehirns und im Rückenmark exprimiert 
(Meyer et al., 1997). Auch ZnT4 ist im Gehirn lokalisiert (Murgia et al., 1999), nur sind 
die entsprechenden Hirnareale nicht bekannt. Es existieren ebenfalls keine 
Informationen über die zelluläre Lokalisation der beiden Proteine in diesem Gewebe. 
Um hierüber Aufschlüsse zu gewinnen, sollen Co-Lokalisations-Studien mit Hilfe von 
in situ-Hybridisierungen durchgeführt werden. 
Eine Fluorescein-markierte RNA-Sonde für den Nachweis des Kringle-Transkripts 
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7 Anhang 
7.1 Sequenzen 
In dieser Arbeit ermittelte Sequenzen des BAC 178N23 (Die Sequenzen des BAC 
233N24 entsprechen denen von 178N23 und werden deshalb nicht gesondert 
dargestellt.) 
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In dieser Arbeit ermittelte Sequenz des potentiellen Interaktionspartners der Kringle-
Domäne des Neuregulin1, ZnT4 
 


























BLASTN für pACT2-ZnT4 
 
gi|2582989|gb|AF003747.1| 
Mus musculus zinc transporter 4 (ZnT4) mRNA, complete cds   Length = 5276 
 
Score = 1183 bits (597), Expect = 0.0 
Identities = 597/597 (100%) 
Strand = Plus / Plus 
 
Query: 109  cacgccttgggagacttggtacaaagtgttggtgtgcttatagctgcatacatcatacga 168 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 876  cacgccttgggagacttggtacaaagtgttggtgtgcttatagctgcatacatcatacga 935 
 
Query: 169  ttcaagccagaatacaagattgctgatcccatctgtacgtatatattttcattgcttgtg 228 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 936  ttcaagccagaatacaagattgctgatcccatctgtacgtatatattttcattgcttgtg 995 
 
Query: 229  gctttcacaacgtttcgcatcatatgggacacagtagtgataatcctggaaggtgtacca 288 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 996  gctttcacaacgtttcgcatcatatgggacacagtagtgataatcctggaaggtgtacca 1055 
 
Query: 289  agccatttgaatgtagattatatcaaagagtcgttgatgaaaatagaagatgtatattct 348 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1056 agccatttgaatgtagattatatcaaagagtcgttgatgaaaatagaagatgtatattct 1115 
 
Query: 349  gtggaagatttgaatatctggtctctcacttctggaaaatccactgccatagttcacatg 408 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Anhang  123 
Sbjct: 1116 gtggaagatttgaatatctggtctctcacttctggaaaatccactgccatagttcacatg 1175 
 
Query: 409  cagctaattcctggaagttcatctaaatgggaagaagtacagtccaaagctaagcattta 468 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1176 cagctaattcctggaagttcatctaaatgggaagaagtacagtccaaagctaagcattta 1235 
 
Query: 469  ttactgaacacgtttggcatgtacaaatgcactattcagctccagagttacagacaagaa 528 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1236 ttactgaacacgtttggcatgtacaaatgcactattcagctccagagttacagacaagaa 1295 
 
Query: 529  gtgatcagaacttgtgcaaattgtcagagttccagtacctgagttccaggtgtatgtcct 588 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1296 gtgatcagaacttgtgcaaattgtcagagttccagtacctgagttccaggtgtatgtcct 1355 
 
Query: 589  cggggtctacggccttgtttatcctgaagtacagacttgagagcaataaatgtaaaccta 648 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1356 cggggtctacggccttgtttatcctgaagtacagacttgagagcaataaatgtaaaccta 1415 
 
Query: 649  atggagtccttgacagctgtgtccatgtcaagcaccagtctccccaagacagactcc 705 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1416 atggagtccttgacagctgtgtccatgtcaagcaccagtctccccaagacagactcc 1472 
 
 
BLAST 2 SEQUENCES (BLASTP)  
 
Sequence 1 lcl|ZnT4            Length 430 (1 .. 430)  
Sequence 2 lcl|pACT2-ZnT4      Length 199 (1 .. 199)  
 
Score =  306 bits (785), Expect = 6e-82Identities = 153/153 (100%), 
Positives = 153/153 (100%) 
 
Query: 278 HALGDLVQSVGVLIAAYIIRFKPEYKIADPICTYIFSLLVAFTTFRIIWDTVVIILEGVP 337 
           HALGDLVQSVGVLIAAYIIRFKPEYKIADPICTYIFSLLVAFTTFRIIWDTVVIILEGVP 
Sbjct: 1   HALGDLVQSVGVLIAAYIIRFKPEYKIADPICTYIFSLLVAFTTFRIIWDTVVIILEGVP 60 
 
Query: 338 SHLNVDYIKESLMKIEDVYSVEDLNIWSLTSGKSTAIVHMQLIPGSSSKWEEVQSKAKHL 397 
           SHLNVDYIKESLMKIEDVYSVEDLNIWSLTSGKSTAIVHMQLIPGSSSKWEEVQSKAKHL 
Sbjct: 61  SHLNVDYIKESLMKIEDVYSVEDLNIWSLTSGKSTAIVHMQLIPGSSSKWEEVQSKAKHL 120 
 
Query: 398 LLNTFGMYKCTIQLQSYRQEVIRTCANCQSSST 430 
           LLNTFGMYKCTIQLQSYRQEVIRTCANCQSSST 




7.3 Analyse zur Vorhersage von Transmembrandomänen 
Sequenzanalyse der Kringle-Domäne des Neuregulin1 
 
BCM Search Launcher: 
-----> STRONGLY prefered model: N-terminus inside 
 1 strong transmembrane helices, total score : 2042 
 # from   to length score orientation 
 1   40   56 (17)    2042 i-o 
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------> alternative model 
 1 strong transmembrane helices, total score : 1951 
 # from   to length score orientation 















ARIA acetylcholine receptor-inducing activity 
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BAC bacterial artificial chromosome 
BD Bindedomäne 
bp Basenpaar 
BSA bovine serum albumin 
C Cytosin 
ca. zirka 
CDF cation diffusion facilitator 
Cdk5 cyclin dependent kinase 
cDNA copy desoxyribonucleic acid 
c-JUN avian sarcoma 17 viral oncogene homolog; jun = japan. 17 
CLN8 Ceroid lipofuscinosis, neuronal 8 
cm Zentimeter 
CRD cystein riched domain 
d.h. das heißt 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA desoxyribonucleic acid 
DO drop out 
Don-1 divergent of neuregulin-1 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGF epidermal growth factor 
EPMR Epilepsy, progressive, with mental retardation 
erB4 v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 
 (avian) 
erbB2 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 
 (avian) 
erbB3 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 
 (avian) 
ERK extracellular signal-regulated kinase 




GABA -aminobutyric acid 
GABP GA binding protein 
GGF glial growth factor 
GST Glutathion-S-Transferase 
Her Heregulin 
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His Histidin 
HRG Heregulin 
HSVtk Herpes simplex virus thymidin kinase 
Ig Immunglobolin 
JNK cJUN N-teminal kinase 
kb Kilobasen 
KO knock out  
l Liter 
LB Luria Bertani 
Leu Leucin 
lm lethal milk 
M molar 
MAP Kinase mitogen activated protein kinase 
Mb Megabasen 
MCS multiple cloning site 
min Minute 
ml Milliliter 
mnd motor neuron degeneration 
NCL Neuronale Ceroid Lipofuscinose 
NDF neu differentiation factor 




NTAK neural- and thymus-derived activator for the ErbB kinase 
PCR polymerase chain reaction 
pH pondus hydrogenii = negativer dekadischer Logarithmus der 
 Wasserstoffionen-Konzentration 
pmol Pikomol 
QDO quadruple dropout 
Ras rat sarcoma viral (v-ras) oncogene homolog 
RNA ribonucleic acid 
RNase Ribonuklease 
rpm rotation per minute 
RT Raumtemperatur 
s Sekunde 
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SD synthetic dropout 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
Shc Src homology 2 domain containing 
SMDF sensory and motor neuron derived factor 
SSC standard saline citrat 
T Thymin 
Tab. Tabelle 
TDO triple dropout 
Trp Tryptophan 
U unit (Enzymeinheit) 
ü.N. über Nacht 
UAS upstream activating sequence 







z.B. zum Beispiel 
ZIP ZRT-, IRT-like protein 
ZNS Zentralnervensystem 
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